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Résumé

La formation de métastases issues de carcinomes est la principale cause de mortalité
des cancers. Certaines cellules cancéreuses ont la capacité de s’échapper de la glande
mammaire et former des métastases a un stade tres précoce, bien avant la détection d’une
tumeur primaire. Les mécanismes impliqués restent a étre identifiés. L’extrusion basale
pourrait étre un des mécanismes impliqués dans la dissémination précoce de cellules
cancéreuses. La perte de la polarité cellulaire est une des signatures des cellules cancéreuses.
La protéine kinase C atypique iota (aPKCi) est un oncogene surexprimé dans de nombreux
cancers, en particulier dans les cancers du sein, ou cette surexpression est un facteur de
mauvais pronostic pour la survie des patientes. aPKCi est un bon candidat pour étudier la
dissémination tumorale précoce. Mon étude révele que la surexpression d’aPKCi, dans
quelques cellules épithéliales de la glande mammaire, promeut I’extrusion basale in vivo et ex
vivo en dégradant la membrane basale de facon dépendante des métalloprotéases. Les cellules
surexprimant aPKCi sont exclues de 1’épithélium par des mécanismes de ségrégation
cellulaire en modifiant la localisation de la vinculine. La surexpression d’aPKCi entraine une
diminution de la vinculine aux jonctions adhérentes, au profit des adhésions focales, conférant
aux cellules aPKCi+ des propriétés pro-migratrices. En parallele, la contractilité, dépendante
de Dactivit¢é de la myosine II, augmente spécifiquement a [D’interface des cellules
aPKCi+/saines. Cette balance entre la diminution de la vinculine aux jonctions adhérentes
couplée a I’augmentation de la tension jonctionnelle a I'interface aPKCi+/WT entraine
I’extrusion basale des cellules aPKCi+. Par la suite, les cellules en contact avec la membrane
basale, la dégradent grace aux métalloprotéases et sont capables de migrer dans la MEC, via
la renforcement de la vinculine aux points focaux d'adhésion permettant une migration
efficace. Cette étude met en évidence un nouveau mécanisme, 1’extrusion basale oncogénique,
dans la dissémination tumorale précoce et révele I'importance des modifications des

propriétés mécaniques des cellules oncogéniques dans ce processus.
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Introduction

Chapitre I : Physiologie de la glande mammaire et progression

tumorale

1- Physiopathologie de la elande mammaire

1.1- Organisation générale de la glande mammaire

La glande mammaire est une glande alvéolaire exocrine provenant a 1’origine des
glandes sudoripares. Elle permet 1’allaitement du nouveau-né. Le développement commence
des les premieres semaines de la vie feetale et se poursuit le long de la vie de la femme en

suivant les étapes hormonales : puberté, grossesse, allaitement, sevrage et ménopause.

Cet organe sécrétoire est complexe et comprend différents types cellulaires tels que
des cellules épithéliales, myoépithéliales, des adipocytes, des cellules immunitaires, des
fibroblastes et des cellules endothéliales. Chez I’humain, chaque glande est composée de 15 a
20 lobes séparés par du tissu adipeux. Les lobes sont drainés par des canaux galactophores, dit
de premier ordre, qui convergent vers le mamelon afin de permettre 1’éjection du lait. Chaque
lobe est constitué de plusieurs lobules (entre 20 et 40), reliés entre eux par les canaux inter-
lobulaires, dit de second ordre. Les lobules sont composés d’acini ou alvéoles qui constituent
le réseau épithélial sécrétoire permettant 1’éjection du lait dans la lumiere des acini. Les

lobules sont connectés par des canaux intra-lobulaires (Figure 1A).

Chez la souris, la glande mammaire adulte quiescente présente une structure
majoritairement canalaire. Le développement des lobules et alvéoles se réalise principalement
lors des cycles de gestation. Le stroma mammaire murin est majoritairement adipeux tandis
que chez la femme il est principalement fibreux. Néanmoins, 1’organisation cellulaire de
I’épithélium, ainsi que les mécanismes moléculaires qui régissent le développement et le
fonctionnement de la glande mammaire, sont tres conservés entre la souris et 'Homme ce qui

fait du modele murin un bon modele d’étude de la glande mammaire.
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1.2- Le tissu épithélial mammaire

Le tissu épithélial mammaire est composé de deux types cellulaires principaux ; les
cellules épithéliales, dites luminales, entourées des cellules myoépithéliales, dites également
basales, elles-mémes en contact avec la membrane basale qui sépare les canaux et les acini de
la matrice extracellulaire environnante (MEC). Chaque acinus ou canal comprend une lumiére

ou le lait est sécrété lors de la lactation (Macias and Hinck, 2012). (Figure 1B)

Les cellules luminales forment au sein de chaque acinus une monocouche de cellules
cohésives grace a différentes jonctions (jonctions serrées, adhérentes et desmosomes). Les
cellules luminales sont polarisées, le pole apical de ces cellules est orienté vers la lumicre des
acini. Le pOle basal est en contact avec la monocouche des cellules myoépithéliales via des
desmosomes (reliés aux filaments intermédiaires des cellules luminales et myoépithéliales) et
des jonctions adhérentes composées de cadhérines (reliées au cytosquelette d’actine des deux
types cellulaires) (Deugnier et al., 2002). Les cellules myoépithéliales, de forme allongée,
sont riches en actine des muscles lisses et en myosine II, les rendant trés contractiles afin de
permettre 1’éjection du lait par les cellules épithéliales dans la lumiere des acini. Elles sont
entourées d’une membrane basale, riche en laminine V, qui constitue une barrieére entre le
réseau épithélial et la MEC environnante, grace a des hémidesmosomes et des plaques
d’adhésions spécifiques de ces cellules, composées d’intégrines. Ces deux types cellulaires
sont identifiables par I’expression de marqueurs spécifiques. Les cellules luminales expriment
en autre, les Kératines 8/18 et I’E-cadhérine (E pour Epithéliale) tandis que les cellules
myoépithéliales expriment les kératines 5 et 14 et la P-cadhérine (P pour Placentaire) (pour

revue, voir Deugnier et al. 2002).
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Figure 1: Anatomie de la glande mammaire humaine. Chez la femme, la glande mammaire
est constituée de lobes reliés entre eux par les canaux galactophores permettant la lactation.
Chaque lobe contient des lobules eux méme composés d’acini ou alvéoles. A ’extrémité de la
glande se trouve le mamelon entouré d’une peau pigmentée, l’aréole. (Figure adaptée de
Terese Winslow LCC, 2011) (B) Chaque acinus est composé d’une couche de cellules
épithéliales polarisées (cellules luminales) entourée d’une couche de cellules myoépithéliales
contractiles (cellules basales), reposant sur une membrane basale riche en Laminine V. La
membrane basale sépare [’'acinus du stroma environnant, composé d’une matrice
extracellulaire riche en collagene I, de cellules immunitaires et de fibroblastes.

1.3- Classification des cancers du sein

Le cancer du sein est le cancer le plus fréquent chez la femme. Son incidence n’a cessé
d’augmenter depuis les années 80, bien qu’elle semble se stabiliser depuis 2005 (Source
InVS). Une femme sur dix sera concernée au cours de sa vie avec environ 54 000 nouveaux
cas répertoriés chaque année en France. Grice a d’énormes progres réalisés sur le dépistage et
sur la prise en charge médicale, le taux de mortalité di au cancer du sein s'est stabilisé depuis
les années 80. Néanmoins, 11 000 déces par an sont a déplorer en France actuellement. Les
adénocarcinomes, c’est-a-dire les cancers provenant des cellules épithéliales (carcinomes) de
la glande mammaire (adéno), représentent 95% des cancers du sein. La majorité d'entre eux se
développent a partir des cellules épithéliales des canaux et plus rarement des lobules. Il existe
des carcinomes mammaires d'origine et de pronostic différents (source INCa avril 2016). 11
existe 4 sous-types de cancers du sein selon I’expression de différents marqueurs

moléculaires :
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- Les cancers luminaux A et B, caractérisés par 1’expression de récepteurs hormonaux
estrogenes (RE+) et/ou progestérone (RP+). Les cancers luminaux B surexpriment en
plus le gene HER2. Ces deux sous-types sont dits « hormonaux-dépendants »

- Les cancers « HER-2 like » caractérisés par I’expression amplifiée du géne HER2.

- Les cancers basaux ou « triples négatifs » sont HER, RE et RP négatifs (HER2-/RE-
/RP-). 1ls sont dits « hormonaux-indépendants » et sont de mauvais pronostic. Ils sont
appelés également cancers «basaux » car les cellules tumorales expriment des
cytokératines spécifiques des cellules basales telles que les cytokératines 5 ou 17(Hein

et al., 2016; van de Rijn et al., 2002).

2- La progression tumorale : un processus complexe

2.1- Les différentes étapes du processus métastatique

Le développement de métastases est la premiere cause de déceés par cancer. Le
passage d’une tumeur primaire a la formation de métastases dans des tissus distants est un

processus complexe en plusieurs étapes (Figure 2).

Dans un premier temps, quelques cellules proliférent de manieére anarchique et
forment une masse tumorale, dite tumeur primaire. Dans certains cas, ces cellules cancéreuses
acquierent des propriétés migratoires et sont capables de franchir la membrane basale
(délamination) et d'envahir le stroma environnant (invasion tumorale). Elles pénétrent ensuite
dans la circulation sanguine (intravasation) et circulent dans le corps via les vaisseaux
sanguins et lymphatiques. Ces cellules cancéreuses vont alors sortir de la circulation
(extravasation), pénétrer dans des organes distants qu'elles colonisent pour former des
tumeurs secondaires, appelées métastases (Chambers et al., 2002; Valastyan and Weinberg,
2011). Cette cascade métastatique est complexe et nécessite 1’acquisition par les cellules
cancéreuses d’un certain nombre de propriétés, telle que la capacité des cellules de se détacher

du tissu primaire, d'envahir la MEC et de se disséminer dans des tissus plus distants.
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Figure 2: Les étapes du processus métastatique. Avant la formation de métastases a partir
d’une tumeur primaire, les cellules cancéreuses doivent franchir un certain nombre d’étapes.
Elles doivent d’abord rompre la membrane basale, migrer dans le stroma avoisinant avant de
pénétrer dans la circulation sanguine (intravasation). Les cellules tumorales vont ensuite
circuler dans tout le corps via la circulation sanguine puis sortir des vaisseaux sanguins
(extravasation), coloniser un organe distant et potentiellement former des métastases (Figure
adaptée de The Biology of Cancer, Garland Science 2007).

2.2- La transition épithélio-mésenchymateuse

Lors de l'invasion tumorale, les cellules cancéreuses acquierent des propriétés pro-
migratoires et invasives, notamment par une transition épithélio-mésenchymateuse (TEM). A
I’origine, la TEM est un processus embryonnaire permettant de donner naissance au
mésoderme embryonnaire a partir de 1’épithélium épiblastique. En effet, le développement
embryonnaire nécessite la migration coordonnée d’un certain nombre de cellules afin de
former des épithéliums secondaires. Ainsi, certaines cellules épithéliales répondent a des
signaux chimiques locaux afin d’acquérir des propriétés mésenchymateuses transitoires

(Gonzalez and Medici, 2014; Hay and Zuk, 1995; Lim and Thiery, 2012; Thiery, 2003).

Quelle soit physiologique ou pathologique, la TEM se traduit par une perte des
adhésions intercellulaires, une perte de la polarité apico-basale des cellules épithéliales et
I’acquisition de capacités migratoires. La TEM est classiquement associée a une perte des
marqueurs épithéliaux tels que I’E-cadhérine et une augmentation des marqueurs
mésenchymateux comme la N-cadhérine (N pour nerveuse) et la vimentine. Différents

facteurs de transcription sont connus pour promouvoir la TEM. Certains d‘entre eux, tels que
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les facteurs de transcription en doigt de zinc, ZEB1 /2 et Snaill/2 (Batlle et al., 2000; Cano et
al., 2000; Peinado et al., 2004) inhibent I’expression de I’E-cadhérine, empéchant ainsi la
formation d’adhésions intercellulaires. Les geénes de la famille Twist participent également a

la répression de I’E-cadhérine au profit de I’expression de la N-cadhérine (Yang et al., 2004).

Si I’'importance de la TEM lors du développement embryonnaire est largement
acceptée, son role et son déroulement lors du processus métastatique est encore débattu
(Garber, 2008). Il est difficile de savoir si la TEM se produit chez les patients. En effet, les
caractéristiques moléculaires et morphologiques des cellules mésenchymateuses sont tres
proches de celles des fibroblastes environnants. De plus, les cellules métastatiques présentent
généralement une morphologie épithéliale et expriment I’E-cadhérine, suggérant que la TEM
métastatique serait un processus réversible et dynamique (Kowalski et al., 2003; Thiery,
2002). Néanmoins, un certain nombre de marqueurs associés a la TEM peuvent étre utilisés

par les pathologistes comme indicateurs spécifiques de tumeurs de hauts grades.

De plus, ces derniéres années le concept de « TEM partielle » a fait son apparition par
opposition a la « TEM classique », présentée précédemment (Dongre and Weinberg, 2018;
Pastushenko et al., 2018). Il est aujourd’hui admis qu’en condition physiologique ou lors de la
progression tumorale, les cellules ne passent pas d’un état complétement épithélial a un état
complétement mésenchymateux, mais transitent par un large spectre de phénotypes
« intermédiaires ». Ainsi, les cellules vont perdre certaines caractéristiques épithéliales au
profit de I’acquisition de nouvelles propriétés mésenchymateuses (Dongre and Weinberg,
2018; Pastushenko et al., 2018). Cela permet notamment aux cellules cancéreuses de
développer des propriétés migratoires tout en conservant leurs contacts intercellulaires.

De maniere non exhaustive, le laboratoire du Dr Muthuswamy montre que 1’inhibition
de Par3, dans des tumeurs du sein Erb2+, entraine la formation de métastases sans affecter la
localisation de I’E-cadhérine aux jonctions (Xue et al., 2013). De plus, une étude réalisée dans
des organoides mammaires murins (Shamir et al., 2014) montre que I’expression du gene
Twist 1 est suffisante pour promouvoir la dissémination de cellules isolées, sans TEM
moléculaire. Les cellules disséminées conservent leurs marqueurs épithéliaux, tels que I’E-
cadhérine et certaines cytokératines, et expriment également de nouveaux genes impliqués
dans I'interaction cellule - matrice extra-cellulaire. Récemment, une étude réalisée in vivo sur
un modele murin de tumeurs pancréatiques (Aiello et al., 2018), a montré que le type de TEM

subit par les cellules cancéreuses définit le mode de migration adopté par celles-ci. Les
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cellules tumorales ayant subi une TEM compléte ont tendance a disséminer de maniére isolée

tandis que celles ayant subi une TEM partielle migrent collectivement.

De surcroit, de récentes études ont suggéré que la TEM n’est pas toujours nécessaire
au développement des métastases mais permet aux cellules cancéreuses de développer une
résistance aux drogues (Fischer et al., 2015; Maheswaran and Haber, 2015; Zheng et al.,
2015). Dans cette premicre étude, les auteurs ont développé un modele de souris
transgéniques permettant de suivre in vivo la transition des cellules cancéreuses d’un état
épithélial a mésenchymal, lors du développement de métastases de cancer du sein dans le
poumon. Peu de cellules métastatiques subissent une TEM. En revanche, la sous-population
de cellules métastatiques ayant subi une TEM se révele plus résistante a la chimiothérapie que

les autres cellules métastatiques n’ayant pas subie de TEM.

Ainsi la TEM, notamment lors de la progression tumorale mammaire, est un processus
complexe. Il reste aujourd’hui beaucoup d’incertitudes sur les mécanismes mis en jeu lors de
la TEM au cours du processus métastatique. Le développement de nouvelles techniques
d’études in vivo, notamment grace a la création de lignées de souris transgéniques permettant
de suivre in vivo 1’évolution tumorale et détecter spécifiquement les cellules ayant subi une
TEM, devrait permettre de répondre a de nombreuses interrogations essentielles au

développement de traitements efficaces contre le cancer du sein.

2.3- La progression tumorale mammaire

Dt a I’hétérogénéité des cancers du sein, plusieurs modeles de progression tumorale
mammaire sont aujourd’hui décrits. Chaque type de cancers du sein possede des
caractéristiques morphologiques, cellulaires et moléculaires distinctes. Cette hétérogénéité
mene a une grande variété de mécanismes possibles mis en jeu par les cellules tumorales lors
de la colonisation des organes distants et la formation des métastases. Aujourd’hui, on
distingue deux grands modeles de progression tumorale: le modele linéaire et plus

récemment, le modele parallele (Figure 3).

2.3.1- Le modéle linéaire : transition d’un carcinome mammaire in situ a invasif

Les carcinomes mammaires se classent en deux catégories : les carcinomes infiltrants
et les carcinomes in situ. Ces derniers sont majoritaires. Ils peuvent se développer dans les

lobules ou les canaux. Le carcinome canalaire in situ (DCIS pour Ductal Carcinoma In Situ)
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est le cancer du sein le plus fréquent, caractérisé par le développement des cellules
cancéreuses exclusivement a I’intérieur du canal mammaire, sans altération de la membrane
basale, contrairement au carcinome infiltrant (pour revue, Cowell et al. 2013). A la suite de
mutations oncogéniques, les cellules épithéliales proliférent de mani¢re anarchique dans la
lumiere du canal jusqu’a remplir totalement la lumiere, et ainsi former un carcinome canalaire
in situ. Dans certains cas, certaines cellules cancéreuses acquicrent des propriétés invasives.
Ces cellules vont dégrader et rompre la membrane basale puis envahir le stroma avoisinant ;
le carcinome canalaire est dit alors invasif (IDC pour Invasive Ductal Carcinoma) (Figure 3,

panel du haut).

L’idée que le DCIS soit un précurseur du IDC apparait en 1973 suite a des similitudes
histologiques observées entre le DCIS et I'IDC (Wellings and Jensen, 1973). Un grand
nombre d’études et d’analyses moléculaires sur les DCIS et les IDC ont confirmé cette origine
commune en révélant des analogies génétiques (Buerger et al., 1999a, 1999b). Des études
cliniques ont également corroboré I’hypothese que le DCIS soit un précurseur du IDC. Elles
ont montré que chez les patientes présentant un carcinome invasif, celui-ci est localisé dans la
méme région anatomique que le carcinome in situ diagnostiqué quelques années auparavant

(Page et al., 1982, 1995).

Dt a I’hétérogénéité et la complexité des cancers du sein, les mécanismes mis en jeu
lors de la transition d’un DCIS a un IDC sont mal connus. A I’heure actuelle, il existe deux
modeles prédominants, celui de I’accumulation de mutations oncogéniques convergeant vers
un phénotype invasif des cellules tumorales ; et celui de la sélection clonale qui suit le
principe de 1’évolution darwinienne (Cowell et al., 2013). Dans le premier mod¢le, les cellules
cancéreuses du DCIS subissent un certain nombre de mutations génétiques et/ou
épigénétiques. Elles acquicerent de nouvelles propriétés biologiques leur permettant d’envahir
le stroma. Dans le second modele, la croissance du DCIS entraine I’apparition de mutations
somatiques hétérogeénes dans le DCIS. La tumeur va alors présenter des sous-populations
clonales possédant les mutations génétiques communes aux cellules transformées mais
également des mutations individuelles. De 1a, seules les populations cellulaires présentant un
certain répertoire d’aberrations génétiques vont étre sélectionnées et devenir invasives (Figure
3, panel du haut). Cette seconde hypothéese, plus récente, est aujourd’hui soutenue par un
grand nombre d’études qui ont révélé une grande hétérogénéité intra-tumorale des DCIS

(Hernandez et al., 2012; Heselmeyer-Haddad et al., 2012; Turner and Reis-Filho, 2012).
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Au sein du laboratoire, la transition in situ-invasif a ét€ montré dépendante de la
métalloprotéase  transmembranaire, MTI-MMP  (pour Membrane-Type-1  Matrix
Metalloproteinase) (Lodillinsky et al., 2016). D’une part, MT1-MMP est surexprimée dans
les DCIS et les tumeurs du sein invasives. D’autre part, dans un modele de xénogreffe intra-
canalaire de cellules de DCIS (MCF10DCIS) dans la souris, la surexpression de MT1-MMP
in vivo (via le facteur de transcription p63), dans les cellules DCIS, augmente 1’invasion des

cellules cancéreuses, au travers de la membrane basale, dans la MEC.

2.3.2- Le modéle parallele

Jusqu’ici le modele présenté consiste en une évolution linéaire de la glande mammaire
saine a un carcinome invasif en passant par un carcinome in situ. Dans la plupart des cancers,
la taille de la tumeur est corrélée au potentiel invasif ; plus la tumeur est grosse, plus le risque
de développement de métastases est élevé (Fisher et al., 1969; Motta et al., 1999). Méme si les
mécanismes mis en jeu dans cette transition in sifu - invasif restent a éclaircir, il se décrit

comme un processus linéaire et évolutif dans le temps (Figure 3, panel du haut).

Dés les années 50, I’analyse de la taille des métastases avait déja révélé que la
croissance des métastases débutait bien avant 1’apparition des premiers symptomes et que la
tumeur primaire ne soit diagnostiquée (Collins et al., 1956; Friberg and Mattson, 1997). De
plus, durant ces derniéres années, particulierement dans les cancers du sein, il a été suggéré
que ce modele linéaire ne serait pas unique (Harper et al., 2016; Hosseini et al., 2016). En
effet, certaines cellules cancéreuses ont la capacité de disséminer dans le stroma a un stade
tres précoce de la progression tumorale, lorsque la tumeur est encore trés petite et parfois
méme avant D’apparition d’une tumeur primaire détectable. Ainsi, les métastases se
développent en méme temps que la tumeur primaire ; ce modele est dit paralleéle (Figure 3,

panel du bas) (Caswell and Swanton, 2017; Klein, 2009; Lorusso and Riiegg, 2012).

23



Progression tumorale

>

Glande mammaire normale Carcinome canalaire in situ Carcinome canalaire invasif

2= Cellules =
myoépithéliales
’ At
\ - \

Cellules
invasives

Membrane Cellules luminales Cellules luminales
basale polarisées non polarisées

Modele parallele

Dissémination tumorale précoce Colonisation Métastases

~

Cellules invasives

Site secondaires

Figure 3: Modeéles de progression tumorale dans la glande mammaire. Lors de la
progression tumorale des carcinomes mammaires, les cellules épithéliales perdent leur
polarité et proliferent de maniere anarchique a l’intérieur du canal. Les cellules cancéreuses
développent des mutations somatiques hétérogenes entrainant [’apparition de clones distincts
au sein du carcinome in situ. La lumiere des canaux va rétrécir jusqu’a disparaitre
complétement (carcinome canalaire in situ). Dans certains cas, les cellules vont rompre la
membrane basale et envahir le stroma environnant (carcinome invasif). Seules les sous-
populations présentant un certain répertoire d’aberrations génétiques sont sélectionnées et
deviennent invasives. Lors de la progression linéaire, les cellules tumorales envahissent et
forment des métastases a un stade tardif, lorsque la tumeur primaire est déja tres développé
(Panel du haut). A l’inverse, dans le modele paralléle, la formation des métastases commence
précocement, les métastases et la tumeur primaire vont progresser en paralléle dans des
environnements différents et développer des mutations oncogéniques distinctes (Panel du
bas).

Deux études majeures, réalisées au sein du laboratoire du Pr Klein, ont démontré
I’existence d’un tel modele lors de la progression tumorale mammaire (Harper et al., 2016;
Hosseini et al., 2016). Dans des souris transgéniques développant des cancers du sein in vivo

sous I’expression d’HER?2, certaines cellules sont capables de se disséminer juste apres
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I’activation de I’expression d’HER?2, avant la prolifération des cellules menant a la formation
d’une tumeur primaire. De plus, les cellules ayant disséminées précocement forment plus de
métastases (80% des métastases observées proviennent de ces cellules a dissémination
précoce). Les cellules disséminant précocement forment une sous-population de cellules
activant une TEM dépendante de la voie de signalisation Wnt. Ces cellules ont ainsi des
caractéristiques mésenchymateuses (telles que 1'expression de Twistlet la diminution de I’E-
cadhérine) mais conservent néanmoins des caractéristiques épithéliales. Cette théorie de
modele paralléle s’appuie également sur des études cliniques révélant que les cellules
disséminées présentent des aberrations génétiques tres différentes de celles des cellules de la
tumeur primaire (Braun et al., 2005; Schmidt-Kittler et al., 2003), suggérant que les cellules
invasives ont évolué dans un environnement différent. Les mécanismes impliqués dans ce

processus restent a étre identifiés.

Ces deux modeles de progression tumorale, linéaire et parallele, ne sont pas
nécessairement exclusifs. En effet, plusieurs mécanismes sont mis en jeu lors de I’évolution
des cancers et peuvent expliquer la grande hétérogénéité observée dans le cas des cancers du
sein, notamment via 1’accumulation de mutations oncogéniques diverses. Certaines mutation
pourraient favoriser d’une part ’invasion tumorale au cours du développement de la tumeur
primaire (progression linéaire) et d’autre part la dissémination précoce des cellules
cancéreuses, entrainant la formation de métastases génétiquement tres différentes des cellules
transformées de la tumeur primaire (progression parall¢le). La diversité de ces mécanismes
rende le traitement contre les cancers du sein complexe et il est nécessaire d’identifier les
processus mis en jeu dans la progression tumorale afin de développer des stratégies

thérapeutiques efficaces.

3- Migration et invasion des cellules tumorales

3.1- Définition de la migration cellulaire

Une fois échappées de la tumeur primaire, les cellules transformées migrent dans la
MEC avant de pénétrer dans la circulation sanguine. Les cellules se polarisent, développent
des extensions cellulaires, communément appelées pseudopodes ou lamellipodes, afin de
migrer dans la MEC (pour revue, Condeelis 1993). La MEC forme un réseau fibreux dense
composé de trois grands types de macromolécules : les protéines fibreuses, les glycoprotéines

et les chaines polysaccharidiques, les glycosaminoglycanes. Le collagene fibrillaire de type I
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est le composant majoritaire de la MEC, il permet la formation d’un réseau fibreux dense. La
MEC interagit avec les cellules épithéliales grace a différents récepteurs protéiques tels que
les intégrines. Dans le cas de la progression tumorale, la MEC est tant un substrat qu’une
barriere a la migration des cellules cancéreuses. En effet, ces dernieres doivent remodeler les
fibres de collagene ou adopter différents modes de migration afin d’envahir (Friedl and Wollf,
2003, 2010; van Helvert et al., 2018). Elles peuvent migrer de maniére individuelle ou

collective (Figure 4).

Figure 4: Les différents modes d’invasion tumorale. (1) Migration mésenchymateuse,
caractérisée par la présence d’extensions cellulaires adhérentes a ’avant de la cellule, au
front de migration. (2) Migration amiboide, dépendante de la voie de contractilité ROCK. Les
cellules, morphologiquement rondes, se contractent et passent entre les fibres de collagene.
(3) Migration collective, caractérisée par un groupe de cellules conservant leurs jonctions
cellulaires et s’organisant de facon polarisée. Au front de migration, les cellules meneuses,
allongées, adhérent au substrat et percoivent les signaux extra-cellulaires afin de guider la
migration de I’ensemble des cellules de maniere coordonnée (Figure adaptée de Poincloux,
Lizdrraga, et Chavrier 2009).
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3.2- La migration individuelle

Une grande diversité de comportements migratoires a été observé au regard de la
morphologie des cellules (pour revue, Mogilner et Keren 2009). Deux grands types de
migrations individuelles ont été décrits, la migration mésenchymateuse et la migration

amiboide.

3.2.1- La migration mésenchymateuse

La migration mésenchymateuse est principalement observée dans les cellules
cancéreuses provenant de tumeurs du tissu conjonctif, tels que les fibrosarcomes, mais aussi
dans le cas des carcinomes (Friedl and Wolf, 2003; Polette et al., 1998; Tester et al., 2000).
Les cellules présentent une forme allongée de type fibroblastique avec une extension
membranaire riche en actine, appelée lamellipode, orientée dans le sens de la migration et
pouvant, dans certains cas, présenter a son front des protrusions en forme de « doigts »,
appelées filopodes (Figure 4 .1 et Figure 5). La cellule est polarisé€e, présentant un front de
migration afin de migrer de maniére persistante. La protrusion membranaire s’ancre a la MEC
grace a des récepteurs adaptés, formant ainsi des points focaux d'adhésions qui sont des
structures trés dynamiques pouvant s’assembler et se désassembler rapidement. De maniere
simplifiée, le complexe actomyosine (voir chapitre 2, partie 2.3) va générer des tensions le
long de la cellule, aboutissant a la rétractation de 1’arriere de la cellule et a la translocation du
corps cellulaire vers I’avant. (Friedl and Wolf, 2010; Giannone et al., 2004; Lauffenburger
and Horwitz, 1996; Mogilner and Keren, 2009) (Figure 5). En parall¢le, des cycles de
protrusion-rétraction dépendants de la myosine sont observés au niveau du lamellipode. En
tirant sur le réseau d’actine présent au niveau du lamellipode, la myosine entraine sa
rétractation puis la formation de nouvelles adhésions. L’actine va de nouveau polymériser
vers 1’avant de la cellule, engendrant la formation d’une nouvelle protrusion. Ce cycle se
répetent plusieurs fois, permettant ainsi a la cellule de migrer dans la MEC (Figure 5)

(Giannone et al., 2004; Parsons et al., 2010).
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Figure 5: Modeéele de migration cellulaire individuelle. lére étape: Formation d’une
extension membranaire riche en actine (lamellipode) a I’avant de la cellule et présentant au
front de migration des petites protrusions d’actine en forme de doigts (filopodes). 2éme
étape: Adhésion de la cellule au substrat et formation de fibres de stress le long de la cellule.
3éme étape: Rétraction des fibres d’actine et fragilisation des adhérences a [’arriere de la
cellule. 4éme étape: Déplacement de la cellule vers I’avant et détachement des adhérences a
I’arriere jusqu’a la formation de nouvelles protrusions (Figure adaptée de Mattila and
Lappalainen, 2008).
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Néanmoins, la MEC, dii a la présence de fibres de collagene, est un réseau dense.
Ainsi lors de l'invasion tumorale (en 3D), pour avancer, les cellules cancéreuses doivent
dégrader la matrice grace a des métalloprotéinases matricielles (MMPs) (Friedl and Wollf,
2009). Dans les cellules tumorales invasives, la formation de structures dégradatives, appelées
invadopodes, est observée. Tout comme les lamellipodes, ce sont des protrusions
membranaires riches en actine, mais sont spécifiques des cellules tumorales et possedent une
activité dégradative. Au niveau de ces invadopodes se trouve les MMPs, des enzymes
protéolytiques permettant la dégradation de la MEC. Une des MMPs essentielle a 1’invasion
tumorale est MT1-MMP, une métalloprotéase transmembranaire qui permet la dégradation de

la membrane basale et le clivage des fibres de collagene de type I de la MEC. Lors de
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I’invasion tumorale, MT1-MMP est délivrée a la surface de la cellule, au niveau de ces
invadopodes, et clive les fibres de collagene I de la MEC qui font obstacle a la migration des
cellules cancéreuses (Friedl and Wolf, 2008; Poincloux et al., 2009). Au sein du laboratoire, la
régulation du transport des endosomes de MT1-MMP aux invadopodes a récemment été
montré étroitement liée a 1’état de confinement du noyau de la cellule (Ferrari et al., 2018;
Infante et al., 2018). Lorsque le noyau est confiné, MT1-MMP est délivrée au niveau des
invadopodes afin de dégrader la matrice et permettre la translocation du noyau (facteur
limitant de la cellule pour envahir une MEC dense). Cette coordination entre le transport de
MTI1-MMP aux invadopodes et 1’état de confinement du noyau est possible grace au
complexe LINC (pour Linker of Nucleoskeleton and Cytoskeleton) et a la protéine Lis,

régulatrice de la dynéine (moteur moléculaire des microtubules).

3.2.2- LLa migration amiboide

A la différence de la migration mésenchymateuse, la migration amiboide se fait de
maniere indépendante des métalloprotéases car la dégradation de la MEC n'est pas nécessaire.
Sous le controle de la voie ROCK, la cellule se contracte et se fraye un passage entre les
fibres de collagéne. La migration amiboide se caractérise par la forme ronde des cellules
(Figure 4.2) (Poincloux et al., 2009; Wilkinson et al., 2005). Ce phénomene a été, en premier
lieu, observé dans une matrice 3D composé de matrigel (gel riche en laminine V, composant

principal de la membrane basale) (Sahai and Marshall, 2003).

Les cellules peuvent passer d’un type de migration mésenchymateux a une migration
amiboide (Wolf et al., 2003): I’inhibition pharmacologique des MMPs entraine un
changement dans le comportement migratoire des cellules cancéreuses d'une migration
mésenchymateuse a une migration amiboide. D’autre part, la taille des pores des fibres de
collagene de la MEC affecte également le comportement de migration des cellules (Wolf et
al., 2013). Dans une matrice a larges pores in vitro, les cellules migrent de manicre
indépendante des MMPs. En revanche, lorsqu’elles sont cultivées dans une matrice composée
de pores de petites tailles, les cellules ont besoin de MMPs afin de dégrader les fibres de
collageéne. Ainsi, lorsque la MEC est trés dense et composée d’un réseau fibreux a pores de
petite taille, les cellules ne peuvent pas migrer de maniere amiboide et nécessitent la présence

de MMPs afin de dégrader ces fibres.
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3.3-La migration collective

La migration collective est un processus trés bien décrit lors du développement
embryonnaire ou lors de la morphogénése de la glande mammaire (Ewald et al., 2008; Simian

et al., 2001).

Dans certains types de cancers, notamment les cancers du sein, la migration collective
des cellules cancéreuses est observée (pour revue, Peter Friedl et Gilmour 2009) (Figure 4.3).
Les mécanismes impliqués sont peu connus. Les cellules conservent leurs jonctions
intercellulaires et adoptent un comportement collectif qui prend le dessus sur les
comportements individuels des cellules. Une polarisation « multicellulaire » est ainsi
observée. En effet, le groupe de cellules s’organise de maniére asymétrique ; des cellules dites
« leaders », localisée au front de migration, guident les autres cellules dites « followers » qui
constituent le reste de la cohorte. Les cellules du front présentent une morphologie différente,
un cytosquelette plus dynamique et percoivent les signaux extra-cellulaires permettant de
guider la cohorte (Ladoux and Mege, 2017; Vitorino and Meyer, 2008). De plus, la
dynamique de leur cytosquelette d’actine est coordonnée de facon a générer des forces de
traction et d’extension indispensables a la migration. Les cycles de protrusion-rétraction
orchestrés par I’actomyosine sont similaires a ceux décrit dans la migration individuelle mais
doivent étre cette fois-ci coordonnés entre les cellules (Friedl and Gilmour, 2009; Friedl et al.,
1995; Hegerfeldt et al., 2002; Kolega, 1981; Ladoux and Mege, 2017). 1l arrive que le groupe
de cellules reste attaché a la tumeur primaire et n’envahit que localement le stroma
environnement. Mais le groupe de cellules cancéreuses peut également se détacher de la
tumeur primaire et coloniser des organes distants.

Les mécanismes déterminant le type de migration adopté par les cellules cancéreuses
sont peu connus. Une étude démontre 1’importance du microenvironnement. Selon la matrice
3D utilisée (collagéne ou matrigel), les cellules cancéreuses, provenant de fragments de
tumeurs mammaires humaines ou murines, changent leur comportement migratoire. Les
cellules cancéreuses optent pour une migration collective, sans former de protrusion
membranaire, dans une matrice de matrigel. A I’inverse, en présence de collagene, les cellules
tumorales forment des protrusions et se disséminent individuellement (Nguyen-Ngoc et al.,
2012). Par ailleurs, différentes études ont montré une plasticité des cellules tumorales dans
leur mode de migration. En changeant la MEC, in vitro ou via des signaux paracrines (telle
que I’activation de la voie de signalisation TGF-f), les cellules tumorales peuvent passer

d’une migration individuelle a collective et inversement (Giampieri et al., 2009; Nguyen-
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Ngoc et al., 2012). Ainsi, le processus de migration tumorale est complexe, du fait de son

hétérogénéité et de sa réversibilité.

Comprendre les mécanismes de dissémination tumorale est un enjeu majeur dans la
lutte contre le cancer. Il est nécessaire d’appréhender quelles sont les mutations génétiques
entrainant I’invasion et de quelle facon, afin de développer des stratégies thérapeutiques

efficaces.

Chapitre II : Structure et organisation des épithéliums

1- Classification des épithéliums

Les épithéliums sont classés en 2 catégories : les épithéliums de revétement et les
épithéliums glandulaires. Les premiers constituent le revétement de la cavité des organes ou
encore la peau (épiderme), qui recouvre entierement 1’organisme. Il existe plusieurs catégories
d’épithéliums de revétement selon le nombre de couches cellulaires (simples, stratifiés ou
pseudostratifiés), la forme des cellules (cubiques, cylindriques ou pavimenteuses) ou de 1’état

de différenciation des cellules.

Deux types d'épithéliums glandulaires se distinguent : les glandes exocrines, dont le
produit de sécrétion est déversé a 1’extérieur ou dans la lumicre des canaux excréteurs, et les
glandes endocrines qui déversent leur produit de sécrétion, les hormones, dans le sang. La
glande mammaire est un épithélium glandulaire exocrine, tubulo-alvéolaire composé, c’est-a-
dire composé d’un canal ramifié¢ présentant aux extrémités les éléments sécréteurs, les acini,

secrétant le lait dans leur cavité creuse (lumicre).

Les épithéliums sont formés de cellules jointives, séparées du tissu conjonctif par une
lame basale. Les cellules épithéliales possédent un systéeme complexe de jonctions, leur
permettant d’étre cohésives les unes aux autres. Elles sont aussi en contact avec la MEC sous-

jacente.

2- Le cytosquelette des cellules épithéliales

Le cytosquelette confére a la cellule 1’essentiel de ces propriétés mécaniques et

architecturales ; il constitue le « squelette » de la cellule. I régit la forme, 1’organisation
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interne et la mobilit¢ des cellules. Il est composé de trois types de filaments : les

microtubules, les filaments intermédiaires et les microfilaments d’actine.

2.1- Les Microtubules

Les microtubules (MTs) forment de large filaments dynamiques (24nm de diamétre),
polarisés, présentant une extrémité (+) a croissance rapide dirigée vers la périphérie de la
cellule et une extrémité (-) prenant ancrage sur le centrosome, principal centre organisateur
des microtubules (ou MTOC). Ils sont composés d’hétérodimeres de tubuline a et . Ces
hétérodimeres s’assemblent en protofilament et 13 protofilaments s’associent latéralement en
un cylindre creux (= microtubule). Lors de la polymérisation des MTs, la sous-unité a se lie a
la sous-unité B de la tubuline du dimére précédent. La polymérisation des MTs est dépendante
des nucléotides GTP/GDP. A D'extrémité (-), la tubuline y favorise 1’ajout d’un nouveau
dimeére de tubuline-GDP. A I’extrémité (+), les dimeres fixés sont composés de tubuline-GTP.
La GDP se fixe sur la sous-unité [ de la tubuline et la sous-unité o permet 1’hydrolyse de la
GTP en GDP. La liaison des dimeres fusionnés a la GTP est plus forte que celle des dimeres
de Tubuline-GDP de I’extrémité (-), la dépolymérisation est ainsi plus lente, permettant un

allongement des microtubules a 1’extrémité (+) (Figure 6) (Goodson and Jonasson, 2018).

La dynéine et la kinésine sont des protéines motrices assurant le transport
intracellulaire d’organites et vésicules en se déplacant le long des microtubules grace a
I’énergie libérée par I’hydrolyse de I'ATP. La dynéine se déplace vers I’extrémité (-) alors que
la kinésine se déplace vers I’extrémité (+) (Conde and Caceres, 2009; Goodson and Jonasson,
2018). Les MTs interviennent dans de nombreux processus biologiques et sont notamment
essentiels lors de la division et la migration cellulaire. Le role exact des MTs dans la
progression tumorale reste aujourd’hui mal connu, principalement dii aux faibles altérations
génétiques liées aux MTs trouvées dans les cancers. Cependant, chez la drosophile, la
mauvaise orientation du fuseau mitotique, couplée a une inhibition de 1’apoptose, est
suffisante pour promouvoir une TEM et la formation d’une masse tumorale localisée au pdle
basal de I’épithélium (Nakajima et al., 2013). La bonne orientation du fuseau mitotique agirait
comme tumeur-suppresseur au sein des épithéliums et participerait a maintenir I’homéostasie
des tissus épithéliaux (Nakajima, 2018). Le r6le des microtubules dans la migration cellulaire
a été particulierement décrit, notamment lors des processus de cicatrisation. Une migration

persistante nécessite le plus souvent le repositionnement du centrosome face au front de
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migration. Ceci permet la polarisation du réseau de MTs afin de faciliter la migration
cellulaire, notamment en permettant la livraison de protéines nécessaires a 1’adhésion a la
MEC au front de migration (Elric and Etienne-Manneville, 2014; Etienne-Manneville, 2013).
Lors de la progression tumorale, le centrosome est relocalisé au niveau du front de migration
des cellules cancéreuses (Infante et al., 2018). De plus, I’amplification des centrosomes peut
étre une des caractéristiques des cellules tumorales, notamment au niveau des tumeurs
agressives (Chan, 2011). Une étude réalisée dans des cellules épithéliales mammaires, les
MCF10A, a montré que I’amplification des centrosomes promeut 1’invasion des cellules dans
une matrice 3D, via I’activation de Racl, entrainant une perte des adhésions cellule-cellule

(Godinho et al., 2014; Rhys et al., 2018).
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Figure 6: Assemblage des microtubules. Lors de la polymérisation des MTs, la sous-unité o.
se lie a la sous-unité B de la tubuline du dimere précédent. La polymérisation des MTs est
dépendante des nucléotides GTP/GDP. A I’extrémité (+), les dimeres fixés sont composés de
tubuline-GTP. La GDP se fixe sur la sous-unité [ de la tubuline et la sous-unité o permet
I’hydrolyse de la GTP en GDP. La liaison des dimeres fusionnés a la GTP est plus forte que
celle des dimeres de Tubuline-GDP de [’extrémité (-), la dépolymérisation est ainsi plus lente,
permettant un allongement des microtubules a ’extrémité (+) (Figure adaptée de Essentials
of Cell Biology, Nature review).
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2.2- Les Filaments intermédiaires

Les filaments intermédiaires (FIs) tiennent leur nom de leur taille (10nm de diamétre),
car ils sont plus larges que les microtubules mais plus petits que les microfilaments d’actine.
Les FIs sont essentiels au maintien de la morphologie cellulaire. Contrairement aux MTs et
aux filaments d’actine, les FIs ne sont pas polarisés. Chaque protéine monomérique non
polarisée se lie parallélement a une autre et forme ainsi un dimere parallele trés compact.
Deux dimeéres s’associent ensuite de maniere antiparalleéle afin de former un tétramere. Huit
tétrameres s‘associent latéralement afin de former 1’unité de base des FIs (ULF pour Unit
Length Filaments) (Chernyatina et al., 2015) (pour revue, Etienne-Manneville 2018).
L’assemblage des Fls est indépendant de I’ATP mais les mécanismes mis en jeu ne sont
aujourd’hui pas connus. Ces filaments sont trés stables mais également trés dynamiques
(Robert et al., 2016). Ils ont une composition trés variable d’un type cellulaire a un autre
(Etienne-Manneville, 2018; Peter and Stick, 2015). La régulation de 1’organisation de ce
réseau des FIs est encore mal connue. Les autres composants du cytosquelette (MTs et
filaments d’actine) et de nombreuses protéines sont impliquées dans cette régulation
(Hookway et al. 2015 ; Leduc et Etienne-Manneville 2017). Les FIs jouent un role essentiel
dans la prolifération, la survie, I’adhésion et la migration cellulaire (pour revue, Etienne-

Manneville, 2018).

2.3- Le cytosquelette d’actine

Le cytosquelette d’actine est un réseau dense et dynamique d’actine polymérisée et de
protéines associées. L’actine est la protéine la plus représentée chez les eucaryotes. C’est une
protéine globulaire de 44kD (actine G) qui, en présence d’ions (Mg2+, Na+ ou K+), se
polymérise de maniere réversible afin de former des filaments d’actine (actine F). Il se
distingue 3 étapes dans la formation des filaments d’actine : la nucléation, I’élongation et la
stabilisation (Figure 7A). La polymérisation des filaments d’actine est un processus
énergétique qui entraine 1’hydrolyse de I’ATP en ADP. La formation de nouveaux filaments
d’actine est lente car elle est énergétiquement défavorable pour la cellule (Vicente-
Manzanares et al., 2009a). Les microfilaments d’actine sont polarisés et composés de deux
hélices. Le filament d’actine est en équilibre dynamique dii a la polymérisation rapide de
I’actine au pdle barbé (+) et de facon lente, voire inexistante, au pdle pointu (-), entrainant un

mouvement lent en « tapis roulant » des unités d’actine vers 1’extrémité pointue (-) (Figure
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7B). L’hydrolyse de I’ATP est rapide tandis que la dissociation de 1’unité phosphate est lente.
Par des cycles de polymérisation/dépolymérisation, le cytosquelette d’actine permet a la
cellule d’adopter différentes formes modulables selon les processus engagés (pour revue,
Lodish et al. 2000). Ce réseau permet d’établir la forme de la cellule, son organisation interne
et régule ses mouvements migratoires et est régulé par des facteurs intrinseques a 1’actine,
comme 1’hydrolyse de I’ATP, ou par des facteurs externes via les protéines ABP capables de
lier I’actine (pour Actin Binding Protein). Ces derniéres jouent un rdle sur la polymérisation et
la stabilisation des filaments d’actine mais aussi sur 1’organisation en réseau de ces filaments
(Winder and Ayscough, 2005). Brievement, par exemple, le complexe Arp2/3 favorise la
nucléation de I’actine au bout pointu (-), a partir d’un filament préexistant (formation d'un
réseau branché d'actine). Les protéines de la famille des formines, elles, se fixent stablement
sur I’extrémité barbée (+) de I’actine ce qui, d’une part accélere la vitesse de polymérisation
via la profiline, et d’autre part empéche la liaison de protéines coiffantes qui se fixent a
I’extrémité barbée de I’actine et inhibent sa polymérisation (Faix and Grosse, 2006; Kovar

and Pollard, 2004; Wallar and Alberts, 2003).
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Figure 7: Formation et stabilisation des filaments d’actine. (A) Afin de former des filaments
d’actine, ’actine globulaire (actine G) polymérise. Lors de la polymérisation de ’actine, on
distingue trois étapes : la nucléation (agrégation de [’actine G), [’élongation des filaments a
partir du noyau de nucléation et I’état stationnaire, lorsque les taux de polymérisation et de
dépolymérisation sont équilibrés, la taille des filaments d’actine est stable. (B) La
polymérisation de ’actine est un processus énergétique requérant I’hydrolyse de I’ATP en
ADP. Elle est rapide a ’extrémité barbée (+), entrainant le déplacement des unités d’actine
G vers Uextrémité (-) (phénomene de tapis roulant) (Source : Université de Laval canada).

A
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Le moteur moléculaire principal de I’actine est la myosine. La myosine est un moteur
moléculaire a activité ATPasique capable de se lier a I’actine et de générer des forces entre
ces filaments. Il existe différents types de myosine et nous développerons ici la myosine II des
cellules non-musculaires (MNMII), qui est la myosine principale interagissant avec le
cytosquelette d’actine au sein des cellules épithéliales. La MNMII est composée de deux
chaines lourdes (MHC pour Myosin Heavy chain), de deux chaines légeres régulatrices (RLC
pour Regulatory Light Chain) et de deux autres chaines légeres, dites essentielles, qui
stabilisent les chaines lourdes. La MNMII est composée de trois domaines : la téte, qui
interagit avec I’actine et hydrolyse 1I’ATP afin d’avancer le long du filament, le cou, sur lequel
se fixe les chaines légeres régulatrices et la queue, qui permet I’interaction avec d’autres
myosines (Figure 8A). La MNMII utilise 1’énergie libérée par I’hydrolyse de I’ATP pour
générer des forces. Chaque cycle de liaison/hydrolyse de I’ATP entraine un changement
conformationnel de la té€te de la myosine générant du mouvement. Les MNMII s’associent
pour former des filaments bipolaires antiparalleles : les tétes aux deux extrémités des
filaments de myosines s’associent avec des filaments d’actine orientés de maniere opposée.
En tirant ensemble sur les filaments d’actine, les MNMII générent des tensions qui produisent
des contractions des filaments d’actine associés (Vicente-Manzanares et al., 2009a) (Figure
8B). La phosphorylation de ces différentes chaines entraine des changements
conformationnels. Lors de la phosphorylation de la RLC sur la sérine 19 et/ou la thréonine 18,
la MNMII adopte une conformation ouverte, active et peut interagir avec les filaments

d’actine (Figure 8A).
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Figure 8: Structure de la myosine II non-musculaire. (A) La myosine Il non-musculaire
(MNMII) est composée de deux chaines lourdes, de deux chaines légeres régulatrices (RLC)
et de deux chaines légeres essentielles. La myosine est séparée en trois domaines : la téte, qui
interagit avec ’actine et hydrolyse ’ATP, le cou, sur lequel se fixent les chaines légeres
régulatrices et la queue, former de deux hélices super-enroulées, qui permet [’interaction
avec d’autres myosines. En [’absence de phosphorylation de la RLC, la MNMII est replié¢e et
inactive. Lors de la phosphorylation de la RLC sur la sérine 19 et/ou la thréonine 18, la
MNMII adopte une conformation ouverte, active et peut interagir avec les filaments d’actine.
(B) Chaque cycle de liaison/hydrolyse de I’ATP entraine un changement conformationnel de
la téte de la myosine. Les MNMII s’associent pour former des filaments bipolaires
antiparalléles. Les tétes aux deux extrémités des filaments de myosines s’associent avec des
filaments d’actine orientés de maniere opposée. En tirant ensemble sur les filaments d’actine,
les myosines Il génerent des tensions qui produisent des contractions des filaments d’actine
associés (Figure adaptée de Vicente-Manzanares et al., 2009a).

Grace a la génération et la transmission de forces, le complexe actomyosine joue un
role crucial dans 1’adhésion cellulaire, I’architecture des tissus épithéliaux et la migration

cellulaire :

- Comme présenté dans le paragraphe sur la migration cellulaire (chapitre I,
paragraphe 3), le complexe actomyosine permet le mouvement des cellules : d’une part via la
formation d’extensions cellulaires orientées, dynamiques et riches en actine au front de
migration (les lamellipodes et les filopodes), et d’autre part grace aux fibres de stress
contractiles le long de la cellule qui permettent le détachement des adhésions et la rétraction
de I’arriere de la cellule. En effet, les fibres de stress sont composées de nombreux filaments

d’actine reliés entre eux par des ponts de MNMII et d’a-actinine (protéine liant 1’actine).
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- Au pole apical des cellules, un cercle d’actomyosine se connecte aux jonctions
adhérentes (voir chapitre II, paragraphe 3.2) afin de maintenir la tension nécessaire a
I’intégrité des jonctions intercellulaires et donc du tissu épithélial. La déplétion de I’actine ou
le traitement des cellules par la cytochalasine D, une drogue dépolymérisant les filaments
d’actine, entraine une forte perturbation des jonctions intercellulaires (Krendel et al., 1999;
Miyake et al., 2006; Verma et al., 2004). Réciproquement, le complexe E-cadhérine participe

a I’organisation du réseau d’actine jonctionnel (voir chapitre IV, paragraphe 3.1)

3- Les contacts cellule-cellule : les différents types de jonctions intercellulaires

Quatre types de jonctions intercellulaires se distinguent : les jonctions serrées (zonula
occludens), les jonctions adhérentes (zonula adherens), les desmosomes et les jonctions
communicantes (nexus ou gap-junction). L’ensemble de ces jonctions intercellulaires
participe a I’établissement d’un tissu épithélial cohésif, résistant et fonctionnel. Afin de
maintenir une structure épithéliale solide et cohésive, ces jonctions sont reliées, comme nous
avons pu I’évoquer précédemment, a différents composants du cytosquelette cellulaire (Figure

9).

Pole apical
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Jonctions occlusives - -2 Jonction serres
; —— Jonction adhérente
' Complexe
Jonctions d’ancrages jonctionnel
intercellulaires ~ -
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Canal jonctionnel - == Jonction communicante
— ey,
Rl / —
Jonctions d’ancrages K < { / {
cellule-matrice ‘ prevs “
/ \
Adhésion focale Hémidesmosome
(Liaison aux filaments d’actine) (liaison aux FIs)
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Figure 9: Organisation des jonctions cellulaires des cellules épithéliales chez les vertébreés.
Les jonctions serrées sont localisées au pdle apical des cellules épithéliales et assurent une
étanchéité entre les cellules. Les jonctions adhérentes sont directement localisées en dessous
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des jonctions serrées ; elles sont plus permissives et permettent une communication
intercellulaire. Les desmosomes ont un role d’ancrage des cellules les unes aux autres. Les
Jjonctions communicantes forment un canal entre deux cellules afin de faciliter les échanges
des petites molécules (type ions). Les hémidesmosomes et les adhésions focales sont des
jonctions entre les cellules épithéliales et la MEC, connectant réciproquement la MEC aux
filaments intermédiaires (Fls) et aux filaments d’actine des cellules (Figure adaptée de
Molecular Biology of the cell, Alberts, 6™ edition).

3.1- Les jonctions serrées

Les jonctions serrées ou dites occlusives, localisées au podle apical, séparent la
membrane plasmique en deux domaines et régulent les échanges lipidiques et protéiques de la
cellule entre son pole basal et son pdle apical. Elles bloquent la circulation de fluides entre les
cellules. Ces jonctions sont constituées d’un réseau protéique complexe dont les deux
principaux représentants sont des protéines transmembranaires : 1’occludine et la famille des

claudines (Ebnet, 2008) (Figure 10).

Les claudines, découvertes en 1998 au sein du labo du Pr Shoichiro Tsukita, sont des
régulateurs clefs de 1’organisation fonctionnelle des jonctions serrées (Furuse et al., 1998a).
La surexpression des claudines dans les fibroblastes qui normalement n’en expriment pas, est
suffisante pour promouvoir la formation de structures similaires a des jonctions serrées
(Furuse et al., 1998b). Il existe 26 claudines humaines différentes dont la masse moléculaire
varie entre 21 et 34 kD (Giinzel et Yu 2013). Les claudines possedent 4 domaines
transmembranaires et interagissent avec les claudines des cellules voisines via leur domaine
extracellulaire. L’occludine, une protéine membranaire de 60kD découverte en 1993, est le
second composant majeur des jonctions serrées, bien que son rdle soit encore débattu (Saitou

et al., 2000; Tsukita and Furuse, 1999; 1993).

Ces 2 protéines transmembranaires sont reliées a différentes protéines intracellulaires,
notamment les protéines de la famille des Zonula Occludens (ZO-1, ZO-2 et Z0O-3). ZO-1,
une protéine d’échafaudage de 225kD, fut la premiére protéine des jonctions serrées a étre
découverte en 1986 (Stevenson et al., 1986). Elle favorise la nucléation des brins de claudines
formant les jonctions serrées. De nombreuses protéines impliquées dans la transduction des
signaux et le trafic membranaire sont localisées au niveau de ces jonctions. En effet, les
jonctions serrées sont un lieu de transmission des signaux nécessaires a leur assemblage et a la
polarisation cellulaire. Par exemple, les protéines JAM (pour Junctional Adhesion Molecule)

interagissent avec ZO-1 via leur domaine PDZ. Chez les mammiféres, les protéines JAM
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interviennent dans la régulation de 1’assemblage des jonctions serrées. En effet, JAM recrute
la protéine de polarité Par3 (Ebnet, 2008; Ebnet et al., 2001; Itoh et al., 2001) qui appartient
au complexe Par3/Par6/aPKC - comme nous le développerons par la suite (voir chapitre III,
partie 2). Par3 recrute a son retour aPKC aux jonctions serrées afin qu’aPKC phosphoryle les
protéines de ces jonctions (claudines, occludines et ZO-1), permettant ainsi leur assemblage

(Figure 10).

Claudine

Ciniaasanane,

Lissssassasnn

=

JAM Filament d’actine

CARERsERRe RN,
)
Noanae.an-aer

Occludine

~

AR ERE L

Par3

"Yeasasssasan

Par6

< SEe:

aPKC

Figure 10: Organisation des jonctions serrées. Les jonctions serrées sont composées de trois
catégories de protéines transmembranaires : les claudines, les occludines et les protéines
JAM (Jonction Adhesion Molecule). Ces protéines interagissent avec les protéines de la
famille des Zonula Occludens (ZO-1/20-2/Z20-3). Ces dernieres participent a la formation et
a la stabilisation des jonctions serrées via la nucléation des brins de claudines et a des
interactions avec les filaments d’actine. Les protéines JAM interagissent avec Par3 qui
recrute aPKC et Par6. aPKC phosphoryle les différents composants des jonctions occlusives
afin de favoriser leur assemblage (Figure adaptée de Ebnet, 2008).

3.2- Les jonctions adhérentes

En dessous des jonctions serrées se trouvent les jonctions adhérentes qui présentent un

espace intercellulaire plus important que celui des jonctions serrées (entre 10 et 20um). Les
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jonctions adhérentes sont essentielles a la mise en place et au maintien de 1’organisation du
tissu épithélial. Elles permettent la cohésion et la communication des cellules épithéliales
entre elles mais aussi I’organisation du cytosquelette d’actine sous-jacent (Takeichi, 2014). La

régulation de ces jonctions adhérentes est partiellement dépendante du Calcium (Ca2+).

L’E-cadhérine, la cadhérine spécifique des cellules épithéliales, appartient a la
catégorie des cadhérines « classiques », et contient 5 sous-domaines extracellulaires (les
domaines EC, pour Ecto-domains), comprenant chacun un site de liaison au calcium. Selon
I’interaction avec les ions calcium, la conformation de I’E-cadhérine est modifiée, permettant
ou non de former des liaisons homophiliques avec I’E-cadhérine de la cellule épithéliale
voisine (trans-dimérisation) (Overduin et al., 1995; Pokutta et al., 1994). Cette liaison
homophilique se produit grace aux domaines EC1 de I’E-cadhérine a I’extrémité N-terminal,
qui reconnaissent de maniere spécifique I’EC1 d’une cellule voisine (Nose et al., 1990; Shan
et al., 2004). Néanmoins, la trans-dimérisation des domaines EC1 de I’E-cadhérine n’est pas
suffisante pour expliquer la création de liaisons homotypiques entre deux cellules adjacentes.
La liaison entre 2 domaines EC1 est un précurseur a la formation de liaisons homotypiques
mais la présence des autres ecto-domaines de I’E-cadhérine est nécessaire pour créer de
liaisons stables et résistantes (Chappuis-Flament et al., 2001; Chien et al., 2008; Perret et al.,
2004). De plus, une organisation latérale de I’E-cadhérine le long de la membrane plasmique
participe au renforcement des adhésions intercellulaires (A. S. Yap et al. 1997 ; Angres,
Barth, et Nelson 1996). D’une part, 2 monomeres d’E-cadhérine d’une méme cellule forment
une cis-dimérisation, et d’autre part la formation de plusieurs dimeres d’E-cadhérine
consolide les adhésions homotypiques entre deux cellules (Brieher et al., 1996; Nagar et al.,
1996; Zhang et al., 2009) (pour revue, (Niessen et al., 2011). L’ensemble de ces interactions

cis et trans permet la formation des « clusters » d’E-cadhérine (Figure 11A).

Les techniques de FRAP (pour Fluorescence Recovery After Photobleaching) ont
permis d’étudier la dynamique de I’E-cadhérine et de révéler que ces clusters d’E-cadhérine
sont plus stables que 1I’E-cadhérine monomérique (Cavey et al., 2008). La taille de ces clusters
varie selon le nombre d’interactions mises en jeu mais également en fonction de I’endocytose
de I’E-cadhérine et de son couplage avec ’actine. En effet, les clusters sont entourés d’actine
corticale qui restreint la croissance de ces clusters (Truong Quang et al., 2013) mais permet
également la stabilisation de ces derniers a la surface des cellules (voir chapitre IV,

paragraphe 3.1) (Cavey et al., 2008). Récemment, une technique de microscopie a haute
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résolution (F-PALM-STORM pour fluorescence-photoactivated localization microscopy/
stochastic optical reconstruction microscopy) a permis de montrer que les adhésions d’E-
cadhérines proviennent d’un regroupement de quelques cadhérines, indépendamment des
interactions cis et trans, entour€é d’un réseau de filaments d’actine. L’actine entourant ce
réseau faiblement organisé favorise les interactions trans et cis nécessaires et ainsi la
formation de jonctions adhérentes stables (Wu et al., 2015b; Yap et al., 2015).

Par ailleurs, les cadhérines peuvent se lier de maniere hétérophilique avec d’autres
types de cadhérines (pour revue, Fontenete, Pefia-Jimenez, et Perez-Moreno 2017). Par
exemple, I’E-cadhérine des cellules épithéliales du foie se lie a la N-cadhérine des
fibroblastes, ce qui induit une réorganisation locale du cytosquelette d’actine des cellules
épithéliales (Omelchenko et al., 2001). De plus, les fibroblastes peuvent interagir
physiquement avec des cellules épithéliales cancéreuses via, respectivement, la N-cadhérine
et I’E-cadhérine. Cette interaction exerce une tension sur les cellules cancéreuses afin de
promouvoir leur invasion collective (Labernadie et al., 2017). Le nombre de cadhérines
présentes et disponibles pour établir des interactions peut €tre un parametre déterminant dans
la formation de liaisons hétérotypiques (Kowalczyk and Nanes, 2012), tout comme les forces
exercées sur les cadhérines via le cytosquelette d’actine auxquels celles-ci sont connectées
(voir chapitre IV, paragraphe 3.1) (Charras and Yap, 2018). Si les mécanismes déterminant la
formation d’adhésions homotypiques versus hétérotypiques restent mal connus, 1’ensemble de
ces parametres participe a maintenir le ratio entre interactions homotypiques versus

hétérotypiques.

Le domaine intracellulaire de I’E-cadhérine en C-terminal interagit avec différents
acteurs moléculaires permettant la stabilisation des jonctions et également 1’interaction avec le
cytosquelette d’actine. Les principales protéines cytoplasmiques associées a 1’E-cadhérine
sont les caténines. L’E-cadhérine se lie de facon directe a la béta-caténine qui se lie a son tour
a I’alpha-caténine (Ozawa et al., 1989, 1990). L’a-caténine interagit avec le cytosquelette
d’actine, connectant ainsi les jonctions E-cadhérine au cytosquelette d’actine (Takeichi,
2014). En paralleéle, la pl120-caténine lie directement I’E-cadhérine sur sa portion
cytoplasmique juxta-membranaire afin de maintenir la localisation de 1’E-cadhérine a la
membrane plasmique (Figure 11B) (Canel et al., 2013; Ohkubo and Ozawa, 1999; Yap et al.,
1998). Certains acteurs impliqués dans la nucléation de 1’actine, tels que les formines ou le
complexe Arp2/3, sont localisés au niveau de ces complexes jonctionnels. Ces protéines

facilitent la polymérisation de 1’actine (Verma et al., 2004). Par la suite, ce réseau branché de
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filaments d’actine se réorganise afin d’€tre incorporé dans les faisceaux d’actine
jonctionnelle, grace a la protéine N-WASP qui régule la polymérisation de et la stabilisation
des filaments d’actine (Kovacs et al., 2011; Wu et al., 2014). Les mécanismes régulant cette

réorganisation post-nucléation restent a déterminer (pour revue (Liang et al., 2015)).

Une autre protéine essentielle a la stabilisation des jonctions adhérentes au
cytosquelette d’actine est la vinculine. La vinculine se lie d’un c6té a I’a-caténine et de I’autre
directement aux filaments d’actine. Le rdle de cette protéine aux jonctions adhérentes, mais
également aux interactions cellule-matrice, sera développé plus précisément dans un prochain

paragraphe (voir chapitre IV, paragraphe 3.3).
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Figure 11: Organisation des jonctions adhérentes. (A) Différents types d’interactions
entrainent le regroupement des E-cadhérines a la membrane plasmique. (1) Liaison latérale
en cis, potentiellement via le domaine EC3 (ovale gris), afin de stabiliser I’E-cadhérine a la
membrane. (2) Formation d’une liaison trans entre I’E-cadhérine de deux cellules adjacentes
via leur domaine ECI (ovale blanc). (3) La formation de liaison trans ECI promeut
I’accumulation d’E-cadhérine aux jonctions intercellulaires, entrainant [’oligomérisation
latérale cis via le domaine EC3 des E-cadhérine le long de la membrane plasmique (Figure
adaptée de (Niessen et al., 2011). (B) Le jonctions adhérentes forment un complexe de
plusieurs protéines. Le domaine intracellulaire de I’E-cadhérine est associé aux caténines
(p120 et - p -caténine). La [-caténine lie l’o-caténine qui est connectée au cytosquelette
d’actine afin de former des jonctions adhérentes stables (Figure de Canel et al., 2013).
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3.3- Les desmosomes

Les desmosomes sont des jonctions d’ancrage reliées aux filaments intermédiaires
cytoplasmiques afin de maintenir 1’architecture épithéliale (Holthofer et al., 2007). Ces
jonctions sont constituées de deux protéines de la famille des cadhérines : la desmogléine
(DSG) et la desmocolline (DSC). Ces molécules créent des liaisons homophiliques avec les
cellules voisines et sont sensibles au calcium. Elles sont connectées a la desmoplakine de la
plaque desmosomale via les protéines «armadillo »; la plakophiline et plakoglobine

(Broussard et al., 2015).

3.4- Les jonctions communicantes

Les jonctions communicantes constituent la derniere catégorie de jonctions
intercellulaires. Ce sont des jonctions perméables, formant des canaux reliant le cytoplasme
de deux cellules adjacentes. Cela permet les échanges d’ions et de petites molécules entre les
cellules (pour revue, Mese, Richard, et White 2007). Le canal formé par I'hexamere des
protéines connexines peut étre ouvert ou fermé selon le pH intracellulaire et la présence de

calcium libre dans le cytoplasme (Segretain and Falk, 2004).

4- Les contacts cellule-matrice extra cellulaire

Les cellules épithéliales interagissent entre elles mais également avec la matrice extra-

cellulaire (MEC), ce qui contribue a assurer leur survie et leur migration.

4.1 La matrice extra-cellulaire

La MEC assure la délimitation des tissus et des organes et intervient dans le maintien
physique des composants cellulaires. Elle est présente dans tous les tissus bien que sa
composition varie d’un organe a l'autre. Elle est synthétisée, organisée et dégradée par les
cellules qui I’entourent et exerce en retour une forte influence sur ces cellules ; un véritable

dialogue existe entre la MEC et les cellules (épithéliales dans le cas des épithéliums).

La MEC est composée de trois grands types de macromolécules :

- les protéines fibreuses tels que le collagéne de type I et I’élastine,
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- les glycoprotéines telles que la fibronectine et les laminines
-les chaines polysaccharidiques tels que les glycosaminoglycanes, permettant la

formation d’un gel hydraté (Frantz et al., 2010).

L’ensemble forme un réseau fibreux dense. Dans ce réseau, se trouvent des cellules
immunitaires, des cellules du systéeme vasculaire et des fibroblastes. L’ensemble « MEC +
cellules immunitaires, vasculaires et fibroblastes » constitue le stroma (ou tissu conjonctif).
La membrane basale est une MEC particuliere, située a 1’interface entre 1’épithélium et le
tissu conjonctif. Elle est majoritairement composée de laminine V mais également de

collagene de type IV et de glycosaminoglycanes.

4.2- Les récepteurs interagissant avec la matrice extracellulaire

La MEC interagit avec les cellules épithéliales grace a différents récepteurs protéiques

tels que les intégrines et les récepteurs a domaines discoidines (DDR).

4.2 .1- Les intéerines

Les intégrines sont une famille glycoprotéines transmembranaires comprenant plus
d’une vingtaine de membres. Ces protéines ont la capacité de transmettre a la cellule les
signaux mécaniques et moléculaires provenant de I’extérieur. La cellule, en retour, peut
transmettre des signaux a ’extérieur afin de contrOler la liaison des intégrines a la MEC

(Miranti and Brugge, 2002).

Les intégrines sont des hétérodimeres li€s de maniere non-covalente, présentant une
sous-unité alpha et une sous-unité beta. Il existe 18 sous-unités a et 8 sous-unités B. Un
nombre limité de combinaison est possible ; chaque type de sous-unité o ne peut s’associer
avec toutes les sous-unités . Les intégrines sont réparties en sous-familles selon leur
composition ou selon la nature de leur ligand. Par exemple, dans les cellules épithéliales, les
hémidesmosomes forment de larges structures d’adhésion a la lame basale, formées d’un type
particulier d’intégrines (a6 B4). Ils se lient d’un c6té aux kératines par 1’intermédiaire de
protéines adaptatrices, la plectine et BP230, et de ’autre a la laminine V de la lame basale

(Bustin, 2015).
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Chaque type cellulaire présente un répertoire d’intégrines différent qui varie en
fonction de son état de différenciation. Au sein de la glande mammaire, les cellules
myoépithéliales, en contact direct avec la membrane basale riche en laminine V, sont
enrichies en intégrines B1 et a6. En revanche, les cellules luminales, ayant peu de contact avec
la membrane basale, expriment faiblement ces sous-unités. Néanmoins, au cours de la
lactation, lorsque les cellules épithéliales développent des contacts avec la membrane basale,

I’expression de I’a3p1 augmente (Raymond et al., 2012).

Les intégrines sont présentes sous forme active ou inactive. Sous forme active, les
intégrines se regroupent afin de former une plaque d’adhésion dense ou de nombreuses
intégrines sont ancrées au cytosquelette d'actine. Cette large structure complexe permet de
renforcer les adhésions a la matrice. Ce type de structure est particulierement observé in vitro,
entre des fibroblastes et la fibronectine (adhésions focales) (Schoenwaelder and Burridge,

1999; Zimerman et al., 2004).

Le site de liaison aux intégrines le mieux décrit a I’heure actuelle est la séquence
RGD (Arginine-Glycine-Aspartate), retrouvée notamment dans la protéine fibronectine. Les
intégrines ont la possibilité de se lier avec d’autres composants de la MEC, comme le
collagéne et la laminine, bien que leurs sites d’interactions ne soient pas bien définis (Bustin,
2015). Du c6té cytoplasmique, les intégrines se lient principalement au cytosquelette d’actine
grace a des interactions avec des protéines telles que la taline, impliquée également dans
I’activation des intégrines, et 1’a-actinine (Hemmings et al., 1996; Horwitz et al., 1986;
Vicente-Manzanares et al., 2009b; Zhang et al., 2008). Ces deux protéines recrutent une
protéine de liaison a I’actine, la vinculine, qui peut a son tour recruter la paxilline, afin de
renforcer la stabilit¢ du complexe d’adhésions focales (FAs pour Focal adhesions) et
I’interaction avec le cytosquelette d’actine. (Bays and DeMali, 2017; Burridge and Mangeat,
1984; Carisey et al., 2013; Gilmore and Burridge, 1996) (Figure 12). Traditionnellement,
I’activation des intégrines est considérée comme nécessaire au regroupement des composants
des FAs et a la formation de nouvelles adhésions cellulaires a la matrice (Calderwood et al.,
2000; Carman and Springer, 2003). Néanmoins, plusieurs observations ont montré que
I’assemblage de ces adhésions requierent la présence d'actine déja polymérisée, suggérant que
I’actine, avec un sous-groupe de molécules impliquées dans les adhésions, initieraient la
formation d’une nouvelle adhésion qui sera ensuite stabilisée via son interaction avec les
intégrines. Par exemple, en réponse a des signaux impliqués dans la formation de protrusion

membranaire, le complexe Arp2/3 se lie transitoirement a la vinculine. Cette liaison
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transitoire pourrait €tre un des mécanismes mis en jeu dans la coordination entre la
polymérisation d’actine (et notamment la formation de protrusion) et la formation des

adhésions a la matrice dépendantes des intégrines (DeMali et al., 2002; Serrels et al., 2007).

Matrice extra-cellulaire V—

Intégrine
Sous-unité a

Intégrine
Sous-unité f

Taline

a-actinine

Figure 12: Adhésions cellule-matrice via les intégrines. Les intégrines (représentées par
leurs sous-unités a et f transmembranaires) se lient de facon directe a la taline. La taline se
lie a son tour a ’actine et a d’autres protéines du complexe d’adhésion, telle que la vinculine.
La vinculine interagit directement avec [’actine et I’a -actinine. L’a-actinine et la vinculine
sont ancrées a la membrane plasmique. Enfin, la vinculine et les protéines d’adhésions
focales (FAK) se lient au complexe Arp2/3 qui promeut la nucléation des filaments d’actine
(Figure adaptée de (Vicente-Manzanares et al., 2009b).

Les interactions entre les cellules épithéliales et la MEC via les intégrines sont
impliquées dans de nombreux processus physiologiques tels que la prolifération, la survie ou
encore la migration cellulaire. La signalisation régulée par les différentes intégrines est trés
complexe et variée d’un type cellulaire a un autre. Cette signalisation est trés souvent couplée
a celle des récepteurs tyrosine kinases (RTKs). De maniere simplifiée, les intégrines
interagissent avec RTKSs, tels que ’EGF-R, la PDGF-R ou encore le récepteur a I’insuline et

facilitent leur activation (Giancotti and Tarone, 2003). La stimulation par des facteurs de
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croissance favorise préférentiellement 1’activation des RTKs associés aux intégrines.
Plusieurs évidences suggerent que la proximité physique des intégrines et des RTKs facilite
leur activation réciproque et leur capacité a contrdler conjointement les voies de signalisation
nécessaires a la prolifération, la survie et la migration cellulaire (Baron et al., 2002). Les
intégrines, suite a leur liaison a la MEC, entrainent notamment I’activation de FAK et ses
effecteurs, I’activation de la cascade de signalisation Ras-ERK ou encore de PI3K et protéines
de la famille Rho, telle que Racl, essentielle a la migration cellulaire (Giancotti and Tarone,
2003; Mitra and Schlaepfer, 2006). De nombreuses études ont montré un changement du
niveau d’expression des intégrines dans les cellules tumorales (Desgrosellier and Cheresh,
2010), corrélé a la progression tumorale, notamment dans les cancers du sein ( Diaz et al.
2005; Friedrichs et al. 1995; Sloan et al. 2006). Au sein des cellules cancéreuses, la
signalisation intégrine-RTK est dérégulée, favorisant la survie et la prolifération des cellules

tumorales (Guo and Giancotti, 2004).

4.2.2- Les récepteurs a domaines discoidines

Les récepteurs a domaines discoidines (DDR) sont des récepteurs a activité tyrosine
kinase se liant au collagéne natif dans sa conformation en triple hélices. Cette liaison permet
I’activation des récepteurs DDR (Vogel et al., 1997) . 1l existe deux types de DDR ; DDRI,
qui lie les collagénes de I a V et DDR2 qui ne lie que les collagenes I et III. Les cellules
épithéliales expriment seulement DDRI1. La liaison de DDRI1 au collagéne entraine sa
dimérisation, suivi d’un réarrangement structural permettant 1’activation des domaines
tyrosine kinases intracellulaires. Une fois activé, DDR1 phosphoryle les tyrosines de ses
substrats et initie ainsi une signalisation intracellulaire. Il est impliqué dans la migration
cellulaire et la dégradation de la MEC (Leitinger, 2014). De plus, via des interactions avec les
protéines de polarité du complexe Par, Par3 et Par6, DDRI1 favorise I’invasion collective des
cellules squameuses tumorales en diminuant 1’actomyosine au niveau des contacts
intercellulaires (Hidalgo-Carcedo et al., 2011). Par ailleurs, I’expression de DDRI est
dérégulée dans de nombreux carcinomes, notamment dans les cancers du sein, bien qu’il soit
difficile d’avoir une image claire de son rdle dans la progression tumorale. En effet, selon le
type et le grade du cancer considéré, 1’expression de DDR1 peut étre élevée ou au contraire

plus faible, par rapport aux cellules saines (Valiathan et al., 2012).

Comme nous venons de le voir, les complexes jonctionnels et les adhésions a la
matrice sont formés de complexes protéiques finement régulés, préservant 1’intégrité des
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épithéliums et permettant les mouvements cellulaires. L’intégrit€é du tissu et le bon
positionnement de ces complexes sont permis grace a la mise en place d’une polarité apico-

basale des cellules épithéliales.

Chapitre III : Organisation de la polarité apico-basale des cellules
épithéliales

1- Définition de la polarité apico-basale

Les cellules épithéliales présentent une polarité apico-basale qui se caractérise par la
distribution asymétrique de molécules de signalisation et du cytosquelette. La membrane
plasmique est séparée par les jonctions serrées et adhérentes en deux domaines distincts : le
pOle apical, au contact de la lumieére de I’organe et le pdle basolatéral qui repose sur la
membrane basale sous-jacente. L’établissement et le maintien de cette polarité apico-basale
sont gouvernés par trois complexes de polarité, conservés au cours de 1'évolution: le complexe
Crumb, le complexe Par et le complexe Scribble (Assémat et al., 2008; Khursheed and

Bashyam, 2014) (Figure 13).
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Figure 13: Les complexes de polarité des cellules épithéliales et leurs interactions.
Abréviations: Amot, angiomotin;, aPKC, atypical protein kinase C; cdc42, cell division
control protein 42; Crb, Crumbs 3; Dlg, Discs-large; Lgl, lethal giant larvae; Lkbl, liver
kinase bl; Patj, Palsl-associated tight junction protein; Scrib, Scribble. (Figure de
Chatterjee and McCaffrey, 2014).

2- Les complexes de la polarité apico-basale

2.1- Le complexe Scribble

Le complexe Scribble (ou SCRIB) est situé au pdle basolatéral des cellules
épithéliales, au niveau et en dessous des jonctions adhérentes. Il est composé des protéines
Scribble, LGL et DLG, bien que pour le moment il n’existe pas d’évidence d’une interaction
physique entre ces trois protéines (Assémat et al., 2008; Humbert et al., 2003; Su et al., 2012;
Yamanaka and Ohno, 2008).

La protéine Scribble, principalement exprimée dans les cellules épithéliales -
notamment dans les cellules épithéliales mammaires - est une protéine cytoplasmique de
117kD qui appartient a la famille des protéines adaptatrices LAP (pour LRR And PDZ)
(Santoni et al., 2002). En N-terminal, Scribble posséde 16 domaines LRR (Leucine Riche
Repeat), permettant sa localisation basolatérale a la membrane, suivis de 2 domaines LAPSD

(pour LAP Specific Domain) puis de 4 domaines PDZ en C-terminal (Navarro et al., 2005)
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(Figure 14). (Métais et al., 2005). La localisation basolatérale de Scribble et de I’E-cadhérine

(Navarro et al., 2005) sont réciproquement dépendantes 1'une de 1'autre (Qin et al., 2005).

Chez les mammiferes, il existe 5 protéines DLG (1-5). DLGI est la plus similaire a dlg
(pour discs large larvae) de la drosophile et est la plus étudiée dans les cellules épithéliales.
DLGI1 est une protéine de la famille des MAGUK (pour Membrane-Associated Guanylate
Kinase). Elle posséde un domaine .27 en N-terminal suivi de 3 domaines PDZ, un domaine
SH3, un domaine « hook » et pour finir un domaine GUK en C-terminal (Figure 14). DLGI,
via son domaine L27, interagit avec MPP7 (pour Membrane Palmitoylated Protein 7) afin de
faciliter la formation des jonctions serrées ((Stucke et al., 2007) et de stabiliser DLG1 aux

jonctions cellulaires (Bohl et al., 2007).

Chez les mammiferes, LGL1 et LGL2 sont les homologues directs de la protéine 1gl
(pour lethal giant larvae) de la drosophile. Les protéines LGL3 et LGL4 sont les homologues
de la protéine Tomosyn chez la drosophile et ont été moins étudiées chez les mammiferes.
LGLI et 2 sont composées respectivement de 6 ou 5 domaines WD40, correspondant a un
motif de 40 acides aminés terminé par un dipeptide Tryptophane-Aspartate (Assémat et al.,
2008; Yamanaka and Ohno, 2008) (Figure 14). Via son interaction avec la syntaxine 4, un
régulateur de I’exocytose,, LGL2 régule I’exocytose basolatérale pour contrdler la polarité

apico-basale (Miisch et al., 2002).

2.2- Le complexe Crumb

Le complexe Crumb a été découvert chez la drosophile dans les années 90 (Tepass et
al., 1990). Chez les mammiferes, il existe 3 homologues de la protéine Crumb (CRB1, CRB2
et CRB3) et les homologues de Stardust (Sdt) et Dpatj/Discs-lost sont nommés
respectivement, Pals1 et Patj (Assémat et al., 2008; Khursheed and Bashyam, 2014). CRB1 et
CRB2 sont principalement exprimées dans la rétine et le cerveau tandis que CRB3 est

exprimée dans les muscles squelettiques et les tissus épithéliaux.

Au niveau des cellules épithéliales, le complexe CRB3/Pals1/Patj est situé au niveau
des jonctions serrées (Fogg et al., 2005; Makarova et al., 2003). Contrairement a CRBI1 et
CRB2, le domaine extracellulaire de CRB3 est extrémement court et le poids moléculaire de
CRB3 n’est que de 13kD. En revanche, les domaines transmembranaires et intracellulaires

sont tres bien conservés entre les trois protéines. A 1’extrémité cytoplasmique, CRB3 présente
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un domaine de liaison au motif PDZ, constitué de résidus ERLI, et un domaine FERM (pour
4.1-Ezrin-Radixin-Moesin) permettant des interactions avec des protéines et le cytosquelette
d’actine (Chishti et al., 1998). CRB3 permet la formation et la stabilisation des jonctions
serrées chez les mammiferes. En effet, dans les cellules MCF-10A, une lignée de cellules
épithéliales mammaires non transformées, exprimant peu CRB3 et ne formant pas de réelles
jonctions serrées, 1’expression exogeéne de CRB3 est suffisante pour restaurer la formation des
jonctions serrées grace au recrutement de différentes protéines (ZO-1, claudine et occludine)
(Fogg et al., 2005; Lemmers et al., 2004). L’interaction entre Palsl et Patj est essentielle au
recrutement de Patj au niveau du complexe Crumb. Patj est composée de nombreux domaines
PDZ, permettant son interaction avec les protéines des jonctions serrées (claudine et
occludine) afin de stabiliser le complexe Crumb au niveau de ces jonctions, et d’'un domaine
L27 en N-terminal qui interagit avec le premier domaine L27 de Pals1 (Michel et al., 2005).
Pals1 est une protéine adaptatrice de 77kD interagissant avec CRB3 et Patj (Roh et al., 2002).
Le motif ERLI permet I’interaction de CRB3 avec le domaine PDZ de Pals1 (Figure 14) (Li et
al., 2014b). Palsl intervient dans le maintien de la polarité €pithéliale et la stabilité des
jonctions serrées et adhérentes. En effet, la déplétion de Palsl entraine la diminution de
I’expression de Patj et des défauts dans la polarisation des cellules MDCK (pour Madin-
Darby Canine Kidney) dans une matrice de collagéne (Straight et al., 2004), et perturbe le

transport de I’E-cadhérine a la surface cellulaire (Wang et al., 2007).

2.3- La complexe Par

Le complexe Par (pour PARtitioning defective complex) a été découvert en 1988 chez
le nématode C. elegans (Kemphues et al., 1988). Il est composé de Par3, Par6 et aPKC (pour
atypical Protein Kinase C) et est localisé aux jonctions serrées. Ce complexe est régulé par les

GTPases cdc42 et Rac (Joberty et al., 2000).

La protéine Par3 (Bazooka chez la drosophile) est codée par deux genes distincts :
PAR3A et PAR3B. PAR3A est le gene le plus étudié dans les cellules épithéliales. Il existe 3
variants d'épissage de PAR3 avec des poids moléculaires de 180kDa, 150kDa et de 100kDa.
Ces 3 protéines possedent trois domaines PDZ (Figure 14). Seules les protéines Par3 de
180kDa et de 150kD possedent un domaine de liaison a aPKC (Assémat et al., 2008). A la
suite de son homodimérisation, Par3 se fixe aux jonctions serrées en interagissant avec JAM

via son premier et troisieme domaine PDZ. Par3 recrute ensuite Par6, toujours via son premier
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domaine PDZ, et aPKC, grace a son domaine de liaison a aPKC. Par3 controle la formation et
la stabilisation des jonctions serrées en régulant la phosphorylation de la cofiline, une protéine
régulatrice de la dynamique d’actine (Chen and Macara, 2006). En effet, Par3 interagit avec
LIMK?2, inhibant ainsi la phosphorylation de la cofiline par LIMK2 (pour LIM Kinase 2). La
cofiline non phosphorylée est inactive et ne régule plus la dynamique de 1’actine, essentielle a

la formation des jonctions serrées.

Par6 est une protéine de 37kD, composée d’un domaine PB1 en N-terminal permettant
son interaction avec d’autres protéines, notamment aPKC, suivi d’un motif CRIB (Cdc42/Rac
interaction binding) puis d’un domaine PDZ régulant les interactions de Par6 avec Par3 ou
CRB3 du complexe Crumb (Figure 14) (Joberty et al., 2000; Lemmers et al., 2004). Le role
principal de Par6 est I’activation d’aPKC, entrainant ainsi la phosphorylation de ses substrats
tels que LGL et Par3. La phosphorylation de LGL entraine sa dissociation avec Par6 et aPKC,
qui sont alors libres de se lier au complexe Par au niveau des jonctions serrées en interagissant

avec Par3 (Joberty et al., 2000; Yamanaka et al., 2003) (Aranda et al., 2008; Macara, 2004).

aPKC est une protéine sérine-thréonine kinase. Sa structure, sa régulation et ses

fonctions seront discutées dans un prochain paragraphe (chapitre III, partie 3).
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Figure 14: Schéma illustrant les différents domaines fonctionnels des protéines de la
polarité apico-basale des trois complexes: Crumb et Par au péle apical et Scribble en baso-
latéral. Abréviations utilisées: TJ, tight junction; AJ, Adherens junction;, PBI, Phox and
Beml domain; semi-CRIB, semi-Cdc42/Rac interactive binding motif; PDZ, PSD-95/Discs-
large/ZO-1 conserved domain; CI, protein kinase C conserved region 1; EGF motif,
epidermal growth factor motif; L27, Lin2 and Lin7 binding domain; SH3, Src homology 3
domain; GUK, guanylate kinase homologs conserved domain; LRR, leucine-rich repeats;
LAPSD, LAP specific domain; WD, WD-40 repeats (Figure de Su et al. 2012).

2.4- Les interactions entre les trois complexes de polarité

Ces trois complexes de polarité établissent de nombreuses interactions les uns avec les
autres afin de réguler finement I’activité de ces complexes et la localisation des différentes

protéines de la polarité au niveau des cellules épithéliales. (Figure 13).

La protéine LKB1 (également nommée Par4), phosphoryle la protéine kinase Parl
localisée au pdle basolatéral des cellules épithéliales (Shackelford and Shaw, 2009). Une fois
phosphorylée, la protéine Parl phosphoryle Par3, entrainant sa dissociation du cortex
cellulaire basolatéral et restreignant ainsi sa localisation au domaine apical (Suzuki and Ohno,
2006; Yang et al., 2012). Par3 se fixe alors aux jonctions serrées via son interaction avec JAM

et recrute aPKC et Par6. Les protéines GTPases Cdc42/Racl induisent un changement de
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conformation de Par6 en se fixant a Par6 sur son motif CRIB. Par6 active alors aPKC (Lin et
al., 2000). Réciproquement, aPKC phosphoryle Parl et I'exclut du pdle apical (voir chapitre
III, partie 3.2.2) (Suzuki et al., 2004). En parallele, aPKC s'associe avec Par6 et LGL. aPKC,
activée par Par6 au niveau du complexe Par, phosphoryle LGL associé a aPKC en dehors du
complexe Par et entraine sa dissociation. LGL interagit alors avec DLG et Scribble au pole
basolatéral et forme le complexe Scribble (Rosse et al., 2010). Ce dernier permet de
restreindre les complexes Par et Crumb au pdle apical, qui, en interagissant ensemble,
régulent la formation des jonctions serrées. Au cortex apical, aPKC, Par6 et Palsl
interagissent avec CRB3 (Hurd et al., 2003; Lemmers et al., 2004). Le recrutement de Par3 au
niveau du cortex apical, via sa phosphorylation par aPKC, entraine la dissociation de CRB3 et
Pals1. Ces derniers vont alors former le complexe Crumb aux jonctions serrées (Assémat et

al., 2008; Chatterjee and McCaffrey, 2014; Rodriguez-Boulan and Macara, 2014).

Ces multiples interactions et ces boucles de controle interdépendantes restreignent la
localisation des protéines de polarit€. Ce réseau de signalisation complexe des cellules
épithéliales permet de controler le maintien de la polarité apico-basale. Dans cette fine

régulation, les protéines aPKCs sont cruciales.

3- Les protéines kinases C atypiques

3.1- La superfamille des protéines kinases C : classification, structure et régulation

Les protéines kinases C atypiques (aPKCs) sont des kinases de 75kD appartenant a la
superfamille des protéines kinases C qui phosphorylent des sérines et des thréonines. Les
membres de cette famille se répartissent en trois catégories : les PKC classiques ou
conventionnelles, les PKC nouvelles et les PKC atypiques (Figure 15). Les PKC classiques
sont activées par le calcium grice a sa liaison au domaine C2, et par la liaison de
phospholipides ou de diacylglycérol (DAG) au domaine C1 (Oancea and Meyer, 1998). Les
PKC nouvelles sont également régulées par les interactions avec le DAG et les phospholipides
mais pas par le calcium. Contrairement aux PKC classiques, les aPKCs ne possédent ni de
domaine C2, ni de domaine C1 complet et ne sont donc régulées ni par le calcium ni par les
lipides. Elles sont en revanche régulées par des interactions protéines-protéines via le domaine
PB1 en N-terminal. Tous les isoformes des PKCs possédent un domaine dit pseudo-substrat

régulateur et un domaine catalytique "kinase" trés conservé en C-terminal. Lorsqu’elles sont
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inactives, les PKCs adoptent une conformation auto-inhibitrice grice a la liaison du pseudo-

substrat au domaine kinase (Pears et al., 1990; Rosse et al., 2010).

Domaine régulateur Domaine catalytique

PS DAG Ca*

PKC classiques N=— [ NFINN——HE -+ + -+

PKC nouvelles NI - C+ + -
PKC atypiques N _-' -_l' —— C + - -
C1 atypique
Pseudosubstrat B Domaine C2 B Domaine C3 | Domaine SPT-like [l Domaine PB1
B Domaine C1 B Domaine C2-like 1 Domaine C4 1 Séquence de localisation nucléaire présumée

Figure 15: La famille des protéines kinases C. La famille des protéines kinases C (PKC) est
répartie en trois grandes catégories : les PKC classiques (cPKC), nouvelles (nPKC) et
atypiques (aPKC). Toutes les PKCs sont constituées d’un domaine régulateur (C1 + C2 pour
les ¢cPKCs et les nPKCs, CI non fonctionnel pour les aPKCs) et d’'un domaine catalytique
(C3 + C4). Selon la catégorie, les PKCs sont régulées ou non par les phospholipides (PS), le
Diacylglycérol (DAG) et le calcium (Ca2+) (tableau de droite). Les aPKCs sont les seules a
contenir un domaine PBI, permettant des interactions protéine-protéine (Figure adaptée de
P. S. Lim, Sutton, et Rao 2015).

3.2- Les protéines kinases C atypiques

3.2 .1- Définition et activation d’aPKC

aPKC, découverte chez le nématode C elegans en 1998 sous le nom de PKC3 (Tabuse
et al., 1998) est conservée au cours de 1'évolution. Chez les mammiferes, il existe 2 geénes
aPKC codant pour deux protéines distinctes : aPKCiota (aPKCi) (lambda A chez la souris) et
aPKCzeta (aPKCz). Ces deux isoformes sont exprimées dans les cellules épithéliales et
participent a la formation du complexe Par. A I’heure actuelle il est difficile de déterminer des
fonctions physiologiques spécifiques de 1’une ou de I’autre isoforme. Seule la déplétion
d’aPKCi chez la souris est léthale a 1’état embryonnaire (Soloff et al., 2004) et leur
surexpression dans certains cancers entrainent des pronostics différents (voir chapitre III,

paragraphe 4.2) (Rossé al. 2014).
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aPKC est activée grace aux interactions avec d’autres protéines, via son domaine PB1,
en particulier par le complexe Cdc42-Par6. aPKC - en I’absence de précision, aPKC
représente aPKCiota et aPKCzeta de maniere non distincte — et Par6 interagissent ensemble
par leur domaine PB1 respectifs et forment un hétérodimere stable. Cdc42 et Racl induisent
le changement de conformation de Par6, afin d’activer le complexe Par6-aPKC. Ce complexe
peut se lier a Par3 grice au domaine catalytique d’aPKC et au domaine PDZ de Par6, au
niveau des jonctions serrées et forme ainsi le complexe Par (voir chapitre III, paragraphe 2.3)

(Rosse et al., 2010).

3.2.2- Fonctions d’aPKC

-Fonctions d’aPKC dans la polarité apico-basale

aPKC est un acteur majeur de I’établissement et du maintien de la polarité épithéliale.
aPKC régule la localisation de différentes protéines de polarité en les phosphorylant et
favorise ou inhibe la formation des complexes de polarité (Figure 16). La liste des substrats
d’aPKC est longue et ne cesse de croitre. De fagon non-exhaustive, les substrats d’aPKC sont
Par3, Par6, Parl, LGL, DLG, Numb, Miranda ou encore ROCK1 (Hong, 2018). De maniére
générale, la phosphorylation de ces substrats entraine leur exclusion de certains domaines

membranaires de facon directe ou indirecte :

- aPKC phosphoryle LGL afin d’inhiber directement ses interactions électrostatiques a
la membrane plasmique. La phosphorylation d’aPKC sur LGL, au niveau de son domaine
polybasique, masque ses charges positives lui permettant d’interagir avec la membrane
plasmique chargée négativement (Bailey and Prehoda, 2015; Dong et al., 2015). LGL est alors
exclue du domaine membranaire apical, dissociée du complexe Par6-aPKC et se lie a DGL et

Scribble afin de former le complexe Scribble.

- dans des cellules épithéliales de mammifeéres et chez la drosophile, de maniére
indirecte, aPKC phosphoryle Parl et LGN (pour Leucine-Glycine-Asparagine), les excluant
ainsi du domaine apical. La phosphorylation de ces protéines entraine leur liaison a la protéine
14-3-3 (Par5 chez la drosophile) et restreint leur localisation au domaine basolatéral (Hao et
al., 2010; Hong, 2018; Suzuki et al., 2004), ce qui entraine également l'inhibition de

I’interaction de Parl avec Par3.
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- De maniere plus complexe, aPKC régule la localisation de Par3 en modulant ces
interactions avec d’autres protéines. aPKC interagit et phosphoryle Par3 sur sa sérine 827,
située dans le domaine d’interaction a aPKC (Nagai-Tamai et al., 2002), entrainant un
changement de la localisation cellulaire de Par3. Chez la drosophile et les mammiferes, la
phosphorylation de Par3 diminue son affinité pour interagir avec aPKC (Horikoshi et al.,
2009; Nagai-Tamai et al., 2002). Récemment, une étude réalisée in vitro dans des cellules
épithéliales de colon et in vivo chez la Drosophile, a montré que la liaison d’aPKC sur le
domaine CR3 de Par3/bazooka (qui contient la sérine 827 / 980 respectivement chez les
mammiferes et la drosophile) bloque I’acces aux sites de liaisons des substrats d’aPKC et
inhibe I’activité kinase d’aPKC (Soriano et al. 2016). Ainsi, Par3 est tant un substrat qu’un
inhibiteur d’aPKC (Hong, 2018; Lin et al., 2000). Néanmoins, les mécanismes régulant cette
transition de substrat a inhibiteur restent actuellement peu connus. De plus, plusieurs études
réalisées chez la drosophile ont montré que la phosphorylation de Par3 entraine sa
délocalisation du cortex apical au profit des jonctions adhérentes (Krahn et al., 2010; Morais-

de-Sa et al., 2010).

PALS\
CRB3 > PAR6 PAR3
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Figure 16: aPKC régule la polarité des cellules épithéliales au travers d’interactions avec
cing différents complexes protéiques. aPKC favorise la formation de certains complexes
(fleches) et inhibe les interactions entre les composants d’autres complexes. Certains
complexes entrent en compétition pour la liaison de différentes protéines telles que PAR3,
PARG6, LGLI et LGL2. Des mécanismes d’exclusions mutuelles sont nécessaires au maintien
de la polarité apico-basale. De plus, aPKC phosphoryle certaines protéines afin de réguler
leur activité et leur association a différents complexes. Les substrats d’aPKC sont notamment
PALSI1, CRB3, PATJ, PAR3, PAR6 PARI, LGLI, LGL2, Scribble, DGLI et 14-3-3 (Figure
adaptée de Rosse et al., 2010).
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- Fonctions d’aPKC dans la division asymétrique

La division asymétrique est un processus essentiel pour permettre aux cellules souches
de se différencier tout en conservant leur capacité de se renouveler. aPKC et ses partenaires
Par3 et Par6 jouent un role crucial dans la régulation de la division cellulaire asymétrique dont
le role est particulierement étudié au sein des neuroblastes de Drosophile (NBs). En effet, ces
derniers posseédent une polarité apico-basale. Lors de la division asymétrique des NBs, le
complexe Par permet, d’une part la restriction des déterminants cellulaires au pole basal, et
d’autre part 1’orientation du fuseau mitotique. Apres la division, la cellule fille (le NB)
conserve les protéines du complexe Par et sa capacité d’auto-renouvellement. aPKC est
essentielle au renouvellement des NBs (Lee et al.,, 2006). Chez les mammiféres, les
mécanismes régulant la capacité des cellules souches a se renouveler et a se différencier sont
peu connus. Cependant, des perturbations dans la division asymétrique des cellules souches
sont impliquées dans la formation de tumeurs (Knoblich, 2010). La glande mammaire
apparait comme un bon modele pour étudier la division asymétrique et ainsi la différenciation
cellulaire chez les mammiferes. Par exemple, les cellules souches peuvent se développer dans
un modele de « mammosphére », mimant le programme morphogénétique de la glande
mammaire. D’autre part, des modeles de transplantation de cellules souches in vivo, au niveau
du coussin adipeux de la glande mammaire murine permettant la régénération de 1’organe, ont
été développé afin d’étudier les genes impliqués dans la différenciation du tissu. Ces modeles
ont permis la découverte de plusieurs caractéristiques des cellules souches mammaires

(Deugnier et al., 2006, 2007; Inman et al., 2015; Santoro et al., 2016).

Néanmoins, si I’expression de nombreuses protéines de polarité est dérégulée dans
différents cancers et que plusieurs études ont montré I’'importance de perturbations de la
division asymétrique dans la progression tumorale, le lien entre les deux reste a éclaircir et

notamment le réle d’aPKC dans ces perturbations.

- Fonctions d’aPKC dans la migration cellulaire

Outre son role dans la polarité apico-basale et la division asymétrique, aPKC est
nécessaire au processus de migration cellulaire dans de nombreux modeéles. Elle participe a la

polarisation des cellules migratrices et a la formation de protrusions membranaires au front de
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migration, grace a ces interactions avec les protéines GTPases Cdc42 et Racl. aPKC régule la
dynamique du cytosquelette, le transport et le recyclage de protéines impliquées dans les
adhésions a la MEC, telles que les intégrines, ou dans la dégradation de la MEC telle que
MT1-MMP (Cau and Hall, 2005; Etienne-Manneville and Hall, 2001; Rosse et al., 2009; Xiao
and Liu, 2013). En effet, aPKCi régule le recyclage des intégrines lors de la migration
cellulaire polarisée via la phosphorylation de Numb sur la sérine 7 au front de migration.
Numb est une protéine adaptatrice essentielle a la régulation de 1’endocytose des intégrines.
Sa phosphorylation sur la sérine 7 au front de migration favorise le recyclage des intégrines et
permet une migration polarisée et efficace in vitro (Nishimura and Kaibuchi, 2007). Par
ailleurs, lors de la migration des astrocytes de rat (étudiée par des expériences de
« cicatrisation », dites de Wound-healing), Cdc42 restreint 1’activation de I’isoforme
aPKCzeta et Par6 au front de migration, entrainant la réorganisation des microtubules ainsi
que la réorientation du MTOC et de I’appareil de Golgi au front de migration (Figure 17A).
L’activation de Cdc42 est dépendante des intégrines. De plus, aPKCzeta régule la
réorientation du MTOC via la phosphorylation de la dynéine, un moteur moléculaire des MTs
(voir chapitre II, paragraphe 2.1). La formation de protrusions membranaires au front de
migration est dépendante de la protéine GTPase Racl, activée notamment grice a
I’engagement des intégrines sur la MEC. La formation de ces protrusions per se ne nécessite
pas aPKCzeta, mais la localisation d’aPKCzeta au front de migration permet la formation
d’une extension membranaire unique, orientée dans le sens de la migration (Etienne-
Manneville and Hall, 2001). De plus, aPKC interagit avec des membres de la voie de
signalisation Wnt, notamment la protéine Dvl (pour Dishevelled) dans la polarisation des
cellules migratrices et la réorientation du réseau de MTs (Luna-Ulloa et al., 2011;

Schlessinger et al., 2007).

De surcroit, aPKC, conjointement avec le complexe exocyste, est nécessaire a la
migration des cellules rénales de rat, en contr6lant la dynamique des FAs au front de
migration (Rosse et al., 2009). En interagissant avec le complexe exocyste, via la protéine
d’échafaudage KIBRA (pour Kldney ans BRAin protein), aPKC phosphoryle indirectement la
paxilline - protéine des FAs - via l'activation des protéines kinases JNKI1 (pour Jun N-
terminal Kinase 1) et ERK1/2, au niveau du front de migration (Figure 17B). La
phosphorylation de la paxilline, dépendante d’aPKC, affecte la dynamique des points focaux
d'adhésion et par conséquence la vitesse de migration des cellules rénales NRK. De plus, une

étude réalisée in vitro dans des cellules de gliomes, montre qu’aPKC régule aussi
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indirectement 1’activité des intégrines au front de migration via une interaction entre le
complexe Par et Tiaml (pour T-lymphoma invasion and metastasis-inducing protein 1).
Tiaml1, un facteur d’échange de Rac, interagit avec la taline, une protéine clef des FAs qui
interagit directement avec les intégrines (Wang et al., 2012a). Le complexe Par permet
I’accumulation de Tiaml et de la taline au niveau des FAs via une interaction directe de Par3
a Tiaml, grace a Dactivation de Par3 par aPKC. Les interactions entre Tiaml-Taline-
intégrines favorisent la formation des FAs au front de migration cellulaire et permet de

réguler I’activation de Racl via I’engagement des intégrines a la MEC.

A. Astrocyte de rat (5‘(}

Migration - /
| Turnover of the| /
| focal adhesion

Figure 17: Réle d’aPKC lors de la migration cellulaire. Des études réalisées dans différents
types cellulaires révelent le role des aPKCs dans le controle de la migration cellulaire. (A)
Lors de la migration des astrocytes, a-f-intégrines activent cdc42 au front de migration.
Ensuite, la forme active de cdc42 (liée au GTP), recrute et active le complexe Par6-
aPKCzeta. Une fois activée, aPKCz phosphoryle et inactive GSK3p (pour Glycogen Synthase
Kinase 3f) entrainant la relocalisation du centre organisateur des microtubules (MTOC)
requise a la migration cellulaire dirigée. (B) Le ciblage polarisé de la protéine KIBRA (pour
Kldney ans BRAin protein) et du complexe exocyste au front de migration est dépendante
d’aPKCiota et aPKCzeta dans les cellules rénales du rat. Réciproquement, la localisation des
aPKCs au front de migration est dépendante du complexe exocyste. Le complexe aPKCi/z-
KIBRA-exocyste est requis dans la phosphorylation et la localisation des protéines JNKI
(pour Jun N-terminal Kinase 1), ERKI et ERK 2 (pour Extracellular signal-Regulated
Kinase) au front de migration, qui a leur tour phosphorylent la paxilline aux points focaux
d'adhésion. (Figure de Rosse et al., 2010).
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4- Perturbation de la polarité épithéliale et cancers

4.1- Dérégulation des protéines de polarité dans les cancers

La perte de polarité est une des caractéristiques des cellules cancéreuses et est souvent
associée a I’agressivité des cancers. Dans certains carcinomes, 1’expression des protéines de
polarité est modifiée et associée a une perte de polarité épithéliale et a une diminution de
l'inhibition de contact entre les cellules, entrainant une prolifération anarchique de ces cellules
et l'acquisition de propriétés invasives (Khursheed and Bashyam, 2014; Lin et al., 2015). Les
dérégulations des protéines de polarité sont soit une expression altérée soit un défaut de
localisation cellulaire. Certaines protéines de polarité sont considérées comme des oncogenes
et leur surexpression promeut la formation de tumeurs et le développement de métastases.
D’autres sont des suppresseurs de tumeurs et leur déplétion favorise I’apparition de cancers

(Lin et al., 2015).

Les composants du complexe Crumb jouent un réle de suppresseur de tumeurs via
I’activation de la voie de signalisation Hippo. Le développement tumoral de cellules murines
rénales immortalisées est accompagné d'une expression génique altérée, dont celle de CRB3.
CRB3 est considérablement réduit dans les tumeurs acquises, entrainant une altération de la
polarité épithéliale et de la morphogenése ainsi que 1'expansion de la tumeur. De plus, la perte
de CRB3 participe a la formation de tumeurs in vivo (Karp et al., 2008). Par ailleurs, le
complexe Crumb phosphoryle les facteurs de transcription YAP/TAZ afin de restreindre leur
localisation au compartiment cytoplasmique, inhibant ainsi la transcription de leurs genes

cibles ayant des fonctions anti-apoptotiques (Varelas et al., 2010).

Le complexe Scribble, et notamment la protéine Scribble, a une fonction de
suppresseur de tumeurs dans les cancers du c6lon, du col utérin ou encore du foie (Gardiol et
al., 2006; Kapil et al., 2017; Nakagawa et al., 2004). Néanmoins, le rdle de Scribble dans le
développement des cancers est aujourd’hui controversé. En effet, longtemps décrit comme un
suppresseur de tumeurs, il apparait aujourd’hui que Scribble est surexprimée dans certains
types de cancers, favorisant la formation, et dans certains cas la progression, des tumeurs
(Feigin et al., 2014; Hawkins et al., 2016; Kamei et al., 2007; Pearson et al., 2011). La
dérégulation de I’expression de Scribble dans les tumeurs humaines entraine une mauvaise
localisation de la protéine. Cette mauvaise localisation, et non uniquement le niveau
d’expression, serait responsable de la perte de polarité des cellules cancéreuses et 1’acquisition

de propriétés invasives (Feigin et al., 2014; Pearson et al., 2011; Zhan et al., 2008).
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Ainsi, certaines protéines de polarité exercent une fonction d’oncogéne ou de
suppresseur de tumeurs selon le type de cancers. C’est également le cas de la protéine Par3.
La surexpression de Par3 dans les cancers du pancréas est associée a la formation de
métastases (Zhou et al., 2017). La protéine Par3 est également surexprimée dans les cellules
de carcinomes rénales et cette surexpression est un mauvais pronostic pour les patients
(Dugay et al., 2014). Au contraire, Par3 est considérée comme un suppresseur de tumeurs et
suppresseur de la formation de métastases, notamment dans les cancers du sein, du poumon,
des ovaires ou encore de 1’cesophage dans lesquels la diminution de la protéine Par3 est
associée a la formation de métastases (Bonastre et al., 2015; Kitaichi et al., 2017; McCaffrey
et al., 2012; Nakamura et al., 2016; Xue et al., 2013). Dans les tumeurs mammaires générées
par la surexpression de H-Ras61L ou NICD (Notch IntraCellular Domain), la déplétion de
Par3 entraine une augmentation des formes actives d’aPKC et Stat3. La localisation d’aPKC
n’est alors plus restreinte a la membrane apicale. aPKC est alors libre de phosphoryler JAK et
d’activer ainsi la signalisation JAK/Stat. Une fois activée, Stat3 induit I’expression de la

métalloprotéase MMPO et favorise la dégradation de la MEC in vitro (McCaffrey et al., 2012).

4.2- aPKC et cancers

4.2.1- Expression d’aPKC dans les cancers - focus sur I’isoforme aPKCi

L’expression, 1’activit¢ ou encore la localisation d’aPKC est affectée dans de

nombreux carcinomes.

La protéine et I’ARNm de I’isoforme aPKCzeta sont surexprimés dans plusieurs types
de cancers tels que les cancers de la prostate, du sein, dans les cancers canalaires
pancréatiques ou encore les carcinomes hépatocellulaires, mais ne sont pas des facteurs de
mauvais pronostic (Awadelkarim et al., 2012, 2012; Evans et al., 2003; Tsai et al., 2000; Yao
et al., 2010). D0 a I’absence d’anticorps spécifiques d’aPKCzeta, son rdle spécifique dans le

développement tumoral est trés mal connu.

L’isoforme aPKCiota est considérée comme un oncogene. aPKCi est surexprimée et
est un marqueur de mauvais pronostic dans plusieurs cancers, notamment du poumon, du sein,
du pancréas ou encore ovariens. (Fields and Regala, 2007; Parker et al., 2014; Regala et al.,

2005; Scotti et al., 2010) (Takagawa et al. 2010; Eder et al. 2005; Rossé, et al. 2014, 1). Ainsi,
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aPKCi apparait comme une bonne cible thérapeutique dans les traitements contre le cancer

(Parker et al., 2014).

Le geéne d’aPKCi, PRKCI est localisé sur le chromosome 3q26, une région
génomique fréquemment amplifiée dans les cancers. Une augmentation du nombre de copies
de PRKCI est observé dans 80% dans carcinomes épidermoides du poumon (Regala et al.,
2005) et dans 70% dans carcinomes ovariens séreux (Eder et al., 2005). Le géne PRKCI est
rarement muté dans les cancers, et I’augmentation du nombre de copie de ce geéne est le
principal mécanisme génétique responsable de sa surexpression dans les cellules cancéreuses
(Parker et al., 2014). Dans les cancers du sein, du pancréas, les adénocarcinomes pulmonaire
ou les cancers de la vessie, le gene PRKCI est également amplifié mais de facon moins

importante que dans les types de cancers cités précédemment (Parker et al., 2014).

Néanmoins, dans toutes ces tumeurs, aPKCi est surexprimée au niveau de son ARN
messager et au niveau protéique (Murray et al., 2011). De plus, cette surexpression est le plus
souvent associée a une mauvaise localisation de la protéine. En effet, plusieurs études
histologiques montrent une localisation cytoplasmique diffuse, ainsi qu'a la membrane

plasmique, d’aPKCi au sein des cellules tumorales (Eder et al. 2005; Rossé et al. 2014).

4.2.2- Signalisation d’aPKCi dans les cancers

Selon les cas de cancers, aPKCi promeut la croissance de la tumeur primaire mais est
également impliquée dans le développement de tumeurs secondaires en participant a

l'acquisition de propriétés invasives des cellules cancéreuses.

aPKCi promeut la survie des cellules tumorales de prostate in vitro, notamment via
I’activation de la voie de signalisation NFkB (pour Nuclear Factor kappa-B). En effet, aPKCi
phosphoryle IKKaf, qui a son tour phosphoryle IkBa, entrainant la translocation nucléaire de
NF«B/p65 et par conséquent 1’activation de la transcription des geénes cibles anti-apoptotiques
de NFxB (Win and Acevedo-Duncan, 2008). D’autre part, aPKCi confere également une
résistance a 1’apoptose aux cellules tumorales de cancers du poumon a non petites cellules
(NSCL) in vitro, via la phosphorylation inhibitrice de la protéine pro-apoptotique Bad. Une
fois phosphorylée, Bad ne peut plus interagir avec Bcl-XL, qui peut alors inhiber 1’apoptose

(Jin et al., 2005).
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De plus, aPKCi favorise I'invasion des cellules cancéreuses. Dans les cancers du
poumon NSCLC, les cancers du pancréas ou encore les cancers du cdlon, aPKCi intervient en
aval de ’oncogene Ras et active la protéine GTPase, Racl. Cela entraine 1’activation de la
voie de signalisation MAPK et le remodelage du cytosquelette d’actine permettant la
formation de protrusions membranaires facilitant I’invasion des cellules cancéreuses (Murray
et al., 2004; Regala et al., 2005). Egalement dans les NSCL, aPKCi et ses partenaires Par6 /
Racl promeuvent la surexpression de la métalloprotéase MMP-10, favorisant ainsi 1’invasion

des cellules tumorales (Frederick et al., 2008).

4.2.3- Cas particulier de I’oncogéne aPKCi dans les cancers du sein

En 2008, une étude montre que la surexpression et la mauvaise localisation d’aPKCi
dans les cancers du sein sont corrélées au type pathologique des tumeurs (Kojima et al.,
2008). L'augmentation de 1’expression d’aPKCi suit la gravité de la tumeur. De plus, dans les
tumeurs différenciées, aPKCi conserve sa localisation apicale alors que dans les tumeurs
invasives et peu différenciées (IDC) la localisation d’aPKCi devient diffuse dans le
cytoplasme. Quelques années plus tard, deux autres études montrent le role d’aPKCi dans la
croissance tumorale et la formation de métastases, dans un sous-type particulier de cancer du
sein, les cancers du sein triple-négatifs (TNBC, pour Triple Negative Breast Cancer)) ( Paul
et al. 2014 ; Rossé et al. 2014). Dans la premicre étude, les auteurs montrent une
surexpression associée a une activité plus importante d’aPKCi dans les tumeurs primaires de
patientes atteintes d’un TNBC, mais également dans les tumeurs métastatiques de ces cancers.
La déplétion d’aPKCi dans des cellules MDA-MB-231 (cellules invasives de TNBC) inhibe
le développement tumoral et la formation de métastases in vivo. Enfin, une des cibles
d’aPKCi dans la progression tumorale mammaire serait le facteur de transcription RelA, et
aPKCi favoriserait sa translocation nucléaire et activerait la voie de signalisation NFkB/p65
(Paul et al., 2014). La seconde étude, réalisée au sein du laboratoire avant mon arrivée, a
montré qu’aPKCiota et zeta sont surexprimées au niveau de leurs ARNm dans les TNBC,
mais que seule la surexpression de 1’isoforme iota est un mauvais pronostic pour les patientes.
De plus, la surexpression d’aPKCi est corrélée a celle de MT1-MMP, au niveau des ARNm,
et cette co-surexpression est également un mauvais pronostic pour les patientes (Figure 18A).
De plus, au niveau de la glande mammaire normale, aPKCi est localisée au pole apical et
MTI1-MMP au niveau du domaine basolatéral. En revanche, au sein des carcinomes
mammaires invasifs TNBC, aPKCi et MTI-MMP sont surexprimées et se relocalisent au
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méme endroit, a savoir au niveau de granules cytoplasmiques et des contacts cellule-cellule
(Figure 18B-C). Grace a des expériences in vitro, aPKCi a été montré nécessaire a la
dégradation de la MEC et a I’invasion des cellules MDA-MB-231 en contrdlant le transport et
I’exocytose des endosomes MT1-MMP a la surface des cellules, au niveau des invadopodes.
aPKCi phosphoryle la cortactine sur sa sérine 261. La cortactine phosphorylée s’associe alors
a la dynamine2, une protéine de scission membranaire, au niveau de ces endosomes tardifs
afin de réguler le transport et I’exocytose de MT1-MMP et ainsi de favoriser la dégradation de

MEC (Rossé et al. 2014).

L'ensemble de ces données suggere qu'aPKCi constitue une cible thérapeutique de
choix dans le traitement contre le cancer, en particulier dans les cancers du sein mais

également dans les cancers pulmonaires, pancréatiques, colorectaux et ovariens.
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Figure 18: La co-surexpression et la délocalisation d’aPKCi et MTI-MMP dans les
tumeurs du sein hormono-indépendants est un facteur de mauvais pronostic. (A) Courbes
de survie en ’absence de métastases, de patientes présentant des tumeurs du sein avec des
niveaux d’ARNm d’aPKCi et/ou MTI-MMP normaux (Norm) ou surexprimés
(surexpression>3) (corrélation de Spearman). (B et C) Coloration immunohistochimique
d’aPKCi (B) et de MTI-MMP (C) sur des coupes consécutives de TMA (pour Tissue
MicroArray) de tumeurs mammaires, révélant le tissu « sain » adjacent (en haut) et des
coupes représentatives de tumeurs triples négative pour les récepteurs ER, PR et HER2. Les
panneaux de droite montrent un grossissement plus élevé. Barres d’échelles : 20 um (gauche)
et 5 um (droite). (Figure de Rossé et al. 2014).
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Chapitre IV : Mécanique du tissu épithélial et homéostasie

1- Les épithéliums, des structures robustes et dynamiques

L’épithélium présente une organisation robuste associée a une grande plasticité. En
effet, si les épithéliums sont des tissus cohésifs, ils sont aussi dynamiques et ne cessent de se
renouveler ou de changer de formes, notamment lors du développement embryonnaire
(Guillot and Lecuit, 2013). A I’échelle de la cellule, une grande dynamique est également
observée ; les cellules adoptent des configurations et des formes différentes selon le processus

biologique mis en jeu, notamment lors de la division cellulaire ou lors de la migration.

Les cellules et, a plus grande échelle, les tissus, s’organisent de fagcon a minimiser
I’énergie de surface (Hayashi and Carthew, 2004; Taylor, 1976) en équilibrant différentes
forces:

- les forces de pression hydrostatique et les forces générées par la formation de
protrusions par le cytosquelette tendent a augmenter la surface des cellules ou des agrégats.

- la tension contractile corticale provenant du cortex d’actine, la viscoélasticité du

cortex cellulaire et les forces d’adhésion favorisent la compaction des agrégats.

En thermodynamique, les épithéliums, dii a leur robustesse et a leur plasticité, sont
modélisés comme des fluides: leurs propriétés viscoélastiques sont en effet proches de celles
des fluides. Différentes transitions topologiques sont permises grace a ces propriétés
viscoélastiques au sein du tissu épithélial lors de la division cellulaire, 1’intercalation,
I’émergence apicale et I’extrusion cellulaire, processus qui permettent de maintenir

I’homéostasie tissulaire (Guillot and Lecuit, 2013; Harris et al., 2012).

2- La tension de surface cellulaire

En 1917, d’Arcy Thompson propose qu’il est possible de décrire la forme et la
configuration des tissus de facon thermodynamique, en considérant ces systemes dans un état

quasi-statique, proche d’un équilibre local (Abzhanov, 2017).
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Les travaux de ces 15 derniéres années ont permis de mettre en évidence que la tension
de surface doit étre caractérisée comme une fonction dépendante des adhésions et de la

tension cellulaire (Lecuit and Lenne, 2007) :
A =f (Adhésion + Tension)

Ou A représente le travail nécessaire par unité de surface pour modifier la surface. La
forme des cellules et des agrégats est déterminée par la tension de membrane, la tension
corticale et également par les interactions entre ces deux tensions. Biologiquement, la tension
de surface cellulaire correspond a la somme de la tension de la membrane plasmique et de la
tension corticale exercée par le cortex d’actine. Dans la majorité des types cellulaires, la
tension corticale prédomine largement sur la tension membranaire. Ainsi, la forme des

cellules rend compte de leur tension de surface.

2.1- La tension de membrane

La tension de membrane se définit par la tension « au plan de la membrane » et par
les adhésions de la membrane avec le cortex sous-jacent d’actine (Gauthier et al., 2012). Ces
dernieres représentent la majorité de la tension effective de la membrane dans la plupart des

types cellulaires (Sens and Plastino, 2015).

La membrane est une bicouche lipidique, considérée comme un fluide inélastique.
Néanmoins, la plupart du temps (excepté dans les tres grandes cellules), les lipides ne
s’écoulent pas de maniere diffuse le long de la membrane plasmique. Les lipides peuvent
s’écouler de maniere dirigée grace a des interactions avec le cytosquelette d’actine sous-jacent
(Sheetz et al., 1989). Ceci indique qu’il n’existe pas de gradient de tension le long de la
membrane plasmique. L’uniformité de la tension membranaire permet une propagation
instantanée de celle-ci le long de la cellule afin de coordonner des régions cellulaires

opposées, notamment lors de la migration (Lieber et al., 2013).

La tension de membrane est principalement régulée par le cytosquelette d’actine via la
génération de forces protrusives (de type lamellipodes). Lors de la formation de protrusions,
la polymérisation d’actine exerce une tension sur la membrane. Réciproquement, la tension
membranaire contrdle la polymérisation de I’actine et peut inhiber celle-ci. Par exemple,
lorsque la tension de membrane est trop grande, I’actine ne peut plus polymériser et former

des protrusions inhibant ainsi la migration cellulaire. La tension de membrane est un
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parametre de rétrocontréle sur la dynamique du cytosquelette d’actine (Lieber et al., 2013;
Mogilner and Keren, 2009). De manicere plus négligeable dans la majorité des types
cellulaires, la tension de membrane peut €tre régulée par des réservoirs membranaires, tels
que les cavéoles ou les vésicules de clathrine, permettant de I’augmenter ou de la diminuer
par des phénomeénes d’endo/exocytoses afin de maintenir ’homéostasie de la tension

membranaire (Gauthier et al., 2012; Lieber et al., 2013; Sinha et al., 2011).

Ainsi, la tension de membrane, couplée a la dynamique du cytosquelette d’actine et a
la densité du réseau d’actine, participent a déterminer la forme des cellules, notamment lors

de la migration cellulaire (Lieber et al., 2013; Mogilner and Keren, 2009).

2.2- La tension corticale

La tension corticale est la tension exercée au niveau du cortex cellulaire. Elle se
définit par la contractilit¢ générée par le complexe d’actomyosine et également par la
viscosité du cortex et les forces de frictions (Mayer et al., 2010). Les variations de tension
corticale sont essentiellement déterminées par la densité du réseau d’actomyosine. Le cortex
cellulaire est localisé juste en dessous de la membrane plasmique. Le cortex d’actine est relié
a la membrane plasmique lipidique par des interactions de faibles affinités, via les protéines
ERM (pour Ezrin, Radixin, Moesin), capables de se fixer a I’actine en C-terminal et aux
lipides de la membrane, via leurs domaines FERM, en N-terminal (Fehon et al., 2010). Les
filaments d'actine sont décrits comme des polymeéres semi-flexibles, c’est-a-dire peu

déformables en 1’absence de moteurs moléculaires.

Dans les cellules épithéliales, la contractilité de ce réseau d’actine est permise grace a
la MNMII, le moteur moléculaire de 1’actine (voir chapitre II, paragraphe 2.3). La densité des
molécules de MNMII sur les filaments permet la génération de forces de tension corticale. La
contraction engendrée par le complexe actomyosine régule la forme et la dynamique des
cellules lors de nombreux processus biologiques, notamment lors de la division et de la
migration cellulaire (Murrell et al., 2015). Différentes méthodes ont été mises en place afin de
mesurer la tension de surface d’une cellule ou d’un agrégat cellulaire, notamment la technique
d’aspiration par micropipettes (Guevorkian and Maitre, 2017), qui mesure principalement la
tension corticale. Celle-ci consiste a appliquer une pression négative sur la cellule ou sur

N

I’agrégat grace a une micropipette afin de décoller la membrane plasmique et le cortex
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cellulaire. La force nécessaire a la déformation de la cellule ou de I’agrégat est alors mesurée.

La tension de surface de ’agrégat est déterminée suivant I’équation de Young-Laplace :

AP
2 (75~ 7o)

ou Rc est le rayon de courbure au repos de l'interface de 1’agrégat en contact avec la

yem =

micropipette, Pc est la pression critique a laquelle la déformation de la cellule est atteinte et

Rp le rayon de la micropipette.

3- Relation entre les adhésions cellulaires et la tension corticale

La forme et le mouvement des cellules reflétent 1’activité contractile mais également
I’adhésion entre les cellules et au substrat. Les adhésions cellulaires (jonctions adhérentes et
adhésions au substrat) sont couplées aux forces contractiles et permettent, d’'une part la
cohésion des tissus, mais également la transmission de ces forces au cortex cellulaire. Ainsi la
tension corticale et les adhésions cellulaires ne peuvent étre considérées comme des systémes

distincts mais comme des systemes interdépendants.

3.1- Mécanotransduction au niveau des jonctions adhérentes

Comme nous 1’avons vu précédemment, les complexes jonctionnels d’E-cadhérine se
lient au cytosquelette d’actine via les caténines. Afin de stabiliser les adhésions
intercellulaires, les cadhérines se regroupent en clusters, entralnant une augmentation de la
tension au niveau des complexe E-cadhérine-caténines et un renforcement des interactions
avec le réseau d’actine. (Gomez et al., 2011; Yap et al.,, 2015; Yonemura, 2011). Ce
renforcement s'explique par les propriétés de « catch-bond » entre I’E-cadhérine/a -caténine et
I’actine F. Les forces appliquées sur les jonctions affectent la stabilité de ces dernieres (plus il
y a de tension, plus les interactions sont stables). L’a -caténine est sensible a la tension
exercée au niveau des interfaces cellulaires (Engl et al., 2014; Sokurenko et al., 2008). Par
exemple, lors de la formation de nouvelles adhésions, la tension créée entraine un changement
de conformation de l’a-caténine qui recrute alors la vinculine ce qui va renforcer les
interactions entre 1’E-cadhérine et les filaments d’actine (Figure 19A) (Charras and Yap,

2018; Yonemura et al., 2010). Des études de FRAP ont montré que I’a -caténine localisée au
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niveau des complexes jonctionnels est plus stable que I’a-caténine libre, suggérant que la
tension exercée au niveau de ces complexes affecte la stabilité de I’a-caténine. L’ a-caténine
est présente en deux états ; un état de faible affinité pour ’actine et un état de forte affinité.
L’utilisation de pieges optiques a permis de comprendre que des variations de tension
affectent de manicre proportionnelle les interactions entre 1’a-caténine et le réseau d’actine.
L’augmentation de la tension entraine la diminution du taux de dissociation de 1’a-caténine a
I’actine et réciproquement. (Buckley et al., 2014). Ainsi, la sensibilité des complexes E-
cadhérine-caténines aux forces peut expliquer la génération de tension jonctionnelle lors de la
formation de nouvelles adhésions et peut étre mesurée grace a des senseurs de force, par la

technique de FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer)(Borghi et al., 2012).

La tension jonctionnelle augmente au cours du temps, suggérant que les complexes
jonctionnels sont capables de remodeler le cortex d’actine afin de maintenir cette tension
(Chu et al., 2004). 1ls favorisent localement 1’assemblage de I’actine grace au complexe
Arp2/3 et a lactivité de nucléation des formines, renfor¢ant la tension jonctionnelle
(Grikscheit et al., 2015; Kobielak et al., 2004; Kovacs et al., 2002) et également le
recrutement et I’activation de la MNMII au niveau des jonctions adhérentes (Shewan et al.,

2005). (Figure 19B)

Les complexes d’E-cadhérine sont donc sensibles a la tension grace aux
mécanosenseurs a-caténine - et vinculine (voir ci-dessous) - mais mettent également en place
des mécanismes en réponse a la tension exercée. En effet les complexes d’E-cadhérine
recrutent des facteurs d’élongation des filaments d’actine, tel que Mena-VASP, renforcant
ainsi le réseau d’actine corticale (Charras and Yap, 2018; Leerberg et al., 2014). 1l existe
ainsi une boucle de rétrocontrdle entre la formation des complexes d’E-cadhérine sous I’effet
de la tension et le renforcement du réseau d’actine corticale par les complexes de jonctions
(Figure 19C). Ces mécanismes sont responsables de 1’organisation robuste et dynamique des
épithéliums, permettant au tissu de résister localement aux forces pouvant potentiellement
séparer les cellules, notamment en renforcant le cortex d’actine. Ces complexes jonctionnels,
organisés autour des clusters d’E-cadhérine et connectés au cytosquelette d’actine, permettent

une transmission et une réponse locale aux forces (Yap et al., 2018).

Pour conclure, la plasticité des tissus est permise grace aux couplages des clusters d’E-
cadhérines a la tension corticale aux interfaces cellulaires ce qui permet aux cellules de

s’adapter rapidement aux configurations et aux tensions auxquelles elles sont sujettes.
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A. Mécanisme de détection de la tension B. Mise en place de la tension jonctionnelle
aux jonctions adhérentes

Liaison au cortex Renforcement du
d’actine complexe actomyosine

E-cadhérine

Stabilisation du

ecenco cytosquelette .
o ( ~~¢ A Activation def Arp2/3, Formine
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Figure 19: Mécanotransduction au niveau des jonctions adhérentes. (A) Lors de la
Sformation de nouvelles adhésions, la tension créée entraine un changement de conformation
de ’a-caténine qui recrute alors la vinculine afin de stabiliser le cytosquelette d’actine aux
jonctions adhérentes. (B) Les complexes jonctionnels favorisent le recrutement/activation de
la MNMII a niveau des jonctions adhérentes et ’assemblage local de [’actine grdce au
complexe Arp2/3 et a activité de nucléation des formines afin de renforcer la tension
jonctionnelle (C) Afin de renforcer la stabilité des jonctions adhérentes, une boucle de
rétrocontrole entre polymérisation de [’actine et formation des « clusters » d’E-cadhérine est
mise en place. Les complexes d’E-cadhérine recrutent des facteurs d’élongation des filaments
d’actine, tel que Mena-VASP, et renforcent ainsi le réseau d’actine corticale.
Réciproquement, la tension exercée au niveau de ces jonctions favorise la formation de
« clusters » d’E-cadhérine (Figure adaptée de Charras and Yap, 2018).

3.2- Mécanotransduction au niveau des adhésions au substrat

Les adhésions au substrat présentent de grandes similitudes avec les adhésions
intercellulaires. A la place des E-cadhérines, les intégrines, qui s’organisent également en

clusters, connectent le cytosquelette d’actine a la MEC grace a I’intermédiaire de protéines,
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telles que la taline et la vinculine, et forment de grandes plaques d’adhérences stables (de type
adhésions focales) (Jansen et al., 2017; Sun et al., 2016). Ces adhésions au substrat sont
également sensibles aux forces et favorisent la transmission de celles-ci, permettant aux
cellules d'intégrer et de répondre aux forces extérieures (de 1'environnement extracellulaire).
Des boucles de rétroaction, permettant a la cellule de s’adapter a la tension exercée, sont
également observées au niveau des adhésions a la matrice (Case and Waterman, 2015; Gardel

et al., 2010).

La plupart des cellules présentent les deux types d’adhésions (intercellulaires et au
substrat) afin que la cellule puisse prendre en compte son environnement tout en maintenant
la cohésion du tissu. Comme suggéré précédemment, une protéine, intervenant dans la
détection et la transmission des forces, est présente au niveau de ces deux types d’adhésions,

la vinculine.

3.3- La vinculine, une protéine régulatrice des jonctions intercellulaires et des contacts

cellule-matrice extracellulaire

La vinculine est une protéine de 120 kD ayant un rdle a la fois au niveau des adhésions
cellule-matrice et également au niveau des jonctions adhérentes. Elle a été découverte en 1979
dans des cellules de poulet, aux extrémités des microfilaments d’actine, prés de la membrane
plasmique (Geiger, 1979). Elle est aujourd’hui considérée comme un composant majeur de la

transduction des forces entre les cellules et la MEC (Atherton et al., 2016).

La vinculine est composée de cinq domaines (D1-D5) et est classiquement séparée en
trois parties : la téte, le cou et la queue (Figure 20A/B). L’interaction entre la téte et la queue
inhibe la vinculine en masquant ses sites d’interactions avec la taline, 1’a-actinine et I’a-
caténine au niveau de la téte, et a la paxilline, I’actine et PIP2 au niveau de la queue (Bays and
DeMali, 2017; Cohen et al., 2005; Johnson and Craig, 1994). La rupture de la liaison entre la
téte et la queue de la vinculine permet son passage d’un état inactif a actif (Figure 20C).
Plusieurs modeles de recrutement et d’activation de la vinculine aux FAs ont été proposés
(Atherton et al., 2016). Par exemple, la liaison de PIP2 (ancré a la membrane plasmique) a la
queue de la vinculine, associée a une interaction avec la taline a la téte de la vinculine,
suffirait a ’activation de la vinculine. PIP2 favoriserait la fixation de la vinculine a 1’actine,
permettant de stabiliser I’interaction entre la taline et la vinculine et renforgcant ainsi

I’activation de la vinculine aux FAs (Bakolitsa et al., 1999, 2004; Chen et al., 2006; Gilmore
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and Burridge, 1996). D’autres études suggerent que la phosphorylation de la vinculine
contrélerait 1'interaction entre la vinculine et 1’actine (Auernheimer et al., 2015). Par ailleurs,
certaines études révelent I'importance de la phosphorylation de la paxilline dans le
recrutement de la vinculine au niveau des adhésions cellule-matrice naissantes (Pasapera et
al., 2010). II est fort probable qu'une combinaison de ces différents modéeles soit a 1’origine
du recrutement et de I’activation de la vinculine aux FAs, selon différents contextes

physiologiques.

Au niveau des FAs, la vinculine est un mécano-senseur : elle est sensible aux forces
exercées au niveau de ces adhésions. Lors d’une diminution de la tension appliquée aux FAs
(par exemple via un traitement des cellules a la Blebbistatine, inhibiteur de 1’activité de la
myosine II), le taux de dissociation de la vinculine aux FAs est plus rapide, suggérant une
affinité de liaison aux FAs plus faible (Wolfenson et al., 2011). Le recrutement et le maintien
de la vinculine sous forme active aux FAs, via la tension intracellulaire provenant
majoritairement du complexe actomyosine, sont nécessaires a la stabilité des FAs. En effet, la
vinculine, sous forme active, permet le recrutement et le maintien d’autres protéines
impliquées dans les adhésions, telles que la taline et 1’a-actinine (Atherton et al., 2016;
Carisey et al., 2013). Ainsi, la vinculine agit comme mécano-senseur au niveau des FAs et est
également importante dans la formation et la stabilité de ces adhésions cellule-matrice. De
plus, elle permet la transmission des forces intracellulaires a la MEC, notamment lors de la
migration cellulaire, et la génération de forces de traction permettant a la cellule d’avancer le

long des fibres de la matrice (Dumbauld et al., 2010; Thievessen et al., 2013).

En revanche, le role de la vinculine au niveau des jonctions adhérentes est moins
connu. Au niveau des jonctions E-cadhérine, la vinculine se fixe a 1’a-caténine via son
extrémité N-terminale (té€te) et a 'actine en C-terminal (queue). Ces dernieres années,
plusieurs études ont montré que, tout comme aux FAs, le recrutement de la vinculine aux
jonctions intercellulaires, est dépendant de la tension exercée au niveau de ces jonctions (le
Duc et al., 2010; Huveneers et al., 2012). En I’absence de tension, 1’a-caténine est sous une
conformation repliée ; son site de liaison a la vinculine n’est pas accessible. En revanche,
lorsque les jonctions sont sous tension, I’a-caténine adopte une conformation ouverte, rendant
accessible le site d’interaction avec la vinculine (Adhikari et al., 2018; Yao et al., 2014;
Yonemura et al., 2010). La vinculine est alors recrutée puis adopte a son tour une
conformation ouverte (dite active), permettant sa liaison au cytosquelette d’actine et le

recrutement de facteurs de nucléation de I’actine, tel que le complexe Mena/VASP (Leckband
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and de Rooij, 2014; Leerberg et al., 2014; Liang et al., 2015) (Figure 20D). Ces résultats
suggerent que le recrutement de la vinculine aux jonctions adhérentes, dépendant de la tension
exercée, permet de préserver 1'intégrité fonctionnelle des jonctions notamment grice a
I’activation de la polymérisation d’actine. Une étude publiée en 2018 montre que 1’interaction
vinculine/a-caténine régule la stabilité des jonctions adhérentes et est importante pour la
migration collective (Seddiki et al., 2018). Dans des expériences in vitro réalisées sur des
cellules MDCK, n’exprimant pas 1’a-caténine endogene et cultivées a confluence en 2D, le
recrutement de la vinculine n’est pas requis pour la formation des jonctions E-cadhérine mais
est nécessaire a la stabilisation de ces jonctions. En effet, I’expression dans ces cellules de
mutants exprimant une a-caténine fluorescente incapable de fixer la vinculine, est suffisante
pour restaurer la formation des jonctions. Grace a des expériences de FRAP, la vinculine a été
montrée nécessaire a la stabilit¢ de 1’a-caténine aux jonctions adhérentes. De plus, la
régulation de la stabilit¢ de I’a-caténine aux jonctions adhérentes par la vinculine est
dépendante de la tension appliquée sur la cellule, en fonction de la rigidité du substrat. En
utilisant une technique complexe de cytométrie magnétique permettant de mesurer la rigidité
du lien mécanique entre les jonctions E-cadhérine et le cortex cellulaire d’actine (le Duc et al.,
2010), les auteurs ont mis en évidence I’importance de I’interaction vinculine/a -caténine dans

la liaison des jonctions E-cadhérine au cytosquelette d’actine sous-jacent.

Ainsi lors de ces dernic¢res années, la vinculine, déja bien caractérisée au niveau des
FAs, apparait comme une protéine essentielle a la stabilité des jonctions adhérentes. Véritable
mécano-senseur des FAs et des jonctions intercellulaires, la vinculine est essentielle au
maintien de D'intégrité des épithéliums en régulant 1’association des intégrines et des

complexes jonctionnels au cytosquelette d’actine.
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Figure 20: Structure fonctionnelle et régulation de la vinculine. (A) La vinculine est
séparée en trois parties : la téte contenant les sites de liaison a la taline, l’a-actinine et ’a-
caténine, le cou qui fait le lien entre la téte et la queue, qui contient les sites de liaisons a
I’actine, la paxilline et PIP2. (B) La vinculine contient 5 domaines : DI a D3 composent la
téte, D4, le cou et D5 correspond a la queue. (C) La vinculine est présente dans la cellule
sous une forme fermée, inactive, masquant les différents sites de liaisons présentés
précédemment, ou sous forme active, laissant accessibles ces sites. Figure adaptée de Bays et
DeMali 2017. (D) Lorsque la tension aux jonctions est faible, ’a-caténine est sous forme
inactive et ne peut recruter la vinculine. Lorsque la tension est plus forte (>5pN), I’a-caténine
change de conformation, laissant accessible les sites de liaisons a la vinculine. Une fois
recrutée au complexe d’E-cadhérine, la vinculine adopte une conformation ouverte et
stabilise le réseau d’actine aux jonctions (Figure adaptée de B. Ladoux et al. 2015).

Toutefois, les mécanismes régulant la localisation de la vinculine entre les FAs et les

jonctions cellulaires restent actuellement méconnus. L’équipe du Pr DeMali a montré qu’une
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phosphorylation sur la Tyrosine 822 de la vinculine permet son recrutement spécifique aux
jonctions adhérentes (Bays et al., 2014). Cette phosphorylation favorise le recrutement de la
vinculine au niveau de la B-caténine et n’est pas requise pour le recrutement de la vinculine
aux FAs. De plus, une équipe a étudié l'effet de différentes pressions - afin de mimer les
conditions de différentiation de I’épithélium - sur une monocouche de kératinocytes, cultivés
en présence d’un taux élevé de calcium favorisant la formation de jonctions intercellulaires.
Dans ce contexte, la vinculine et son partenaire I’a-caténine, permettent la réorientation du
cytosquelette d’actine via leur relocalisation des FAs aux jonctions adhérentes (Noethel et al.,
2018). Ainsi, la réorganisation des adhésions cellulaires est dépendante de la tension
appliquée a la cellule : lorsque la cellule est sous tension, la vinculine et 1’a-caténine vont
interagir et initier la formation de nouvelles jonctions adhérentes. Ceci entraine le transfert du
controle de I’organisation de I’actine au niveau des FAs au profit des adhésions

intercellulaires et de renforcer ces derniéres (a 1’insu des FAs).

4- Organisation des épithéliums : les mécanismes de tri cellulaire

Les adhésions cellule-cellule et cellule-matrice maintiennent I’intégrité de I’épithélium
et sont également responsables de 1’organisation du tissu épithélial et notamment de
I’arrangement spatial des différents types cellulaires composant 1’épithélium. La ségrégation
cellulaire, autrement dit le tri cellulaire, est le résultat d’une balance entre la contractilité des

cellules et les adhésions intra - et - extra- cellulaires présentes au niveau de 1’épithélium.

4.1-Tension de surface et adhésions intercellulaires dans les mécanismes de tri cellulaire

Des agrégats cellulaires reconstitués in vitro a partir de cellules provenant de deux
tissus embryonnaires distincts se ségrégent en sous-agrégats du méme type cellulaire, 1'un
engloutissant partiellement ou totalement l'autre (Philip L. Townes, 1955). Le concept
d'affinité sélective a été€ proposé plus tard par Townes en 1995, pour expliquer l'organisation
d'un embryon en développement, avec l'hypothése selon laquelle l'affinité sélective des
cellules change tout au long du développement et serait un déterminant majeur pour guider la
morphogenese. Townes propose que la ségrégation des cellules soit dépendante de la
migration active des cellules, selon un gradient chimique qui attire ou non les cellules au

centre de I’agrégat. Il propose que la tension de surface soit déterminante dans ces processus
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de tri cellulaire, sans lien avec les adhésions intercellulaires. Dans les années 60, Steinberg
revisite les concepts de Townes et propose que la ségrégation cellulaire découle bien de la
tension cellulaire de surface mais serait également dépendante des adhésions intercellulaires.
Le tri cellulaire refléterait ainsi des différences d’adhésions entre les cellules (Steinberg,
1963). 11 ajoute qu’il existe des différences qualitatives mais surtout quantitatives entre les
adhésions cellulaires, définies par la densité de molécules d’adhésion présentes aux interfaces

cellule-cellule. Ces phénomenes de tri cellulaire au sein d’agrégats seraient modélisables.

De facon mécanique, le travail mécanique 6W devant €tre produit pour augmenter la

surface d’interface A par dA se lit comme suit :
oW =vydA

ou y est la tension de surface, 0W est une €nergie et la tension de surface peut étre interprétée
comme une force par unité¢ de longueur (ou une énergie par unité de surface). Dans le cas de
deux liquides non miscibles A et B en contact, cette énergie de surface est appelée tension
d’interface et notée yAB. Le travail mécanique nécessaire pour séparer une unité de surface

d'une interface AB entre deux éléments A et B est :
WAB = yA + yB — yAB (équation 1)

WAB est également appelé le travail d’adhésion. Pour séparer deux éléments A du
méme type, le travail mécanique s’écrit simplement WAA = 2yA (équation 2). WAA est

également appelé le travail de cohésion.

L’analogie entre les tissus et les liquides permet de déterminer les configurations a
I’équilibre des tissus grace a la connaissance des tensions de surface et d’interface, ou des
phénomenes d’adhésion et de cohésion de ces tissus. Autrement dit, il est possible de prédire
la ségrégation cellulaire de deux types cellulaires distincts a partir de leurs propriétés
d’adhésion et de cohésion (Figure 23A). Si I’on considére deux types cellulaires A (rouge) et

B (vert), a partir des équations (1) et (2), on peut écrire WAB comme :

_ (WAA+WBB) yAB

WAB
2 2
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Supposons ici que les cellules A soient plus cohésives que les cellules B, ce qui équivaut a
WAA >WBB :

Si WAB> (WAA+WBB) /2, alors yAB< 0. Les contacts hétérotypiques entre les deux
types cellulaires distincts sont plus stables que les contacts homotypiques, les cellules se

mélangent de maniére aléatoire, il n’y a donc pas de tri cellulaire (Figure 21A1).

Si WAB< (WAA+WBB) /2, alors YAB> 0 et les deux types cellulaires vont se

ségréger I’un de I’autre. Plusieurs configurations sont possibles :

(1) WAB< WBB alors yA > yB + yAB et les cellules A, plus cohésives, sont localisées a

I’intérieur de I’agrégat tandis que les cellules B, moins cohésives, sont a la périphérie (Figure

21A2).

(2) WAB< WBB alors YA < yB + yAB ou les cellules A forment une sphére, partiellement
engloutie par les cellules B (Figure 21A3).

(3) WAB=0, I’interface AB disparait et les deux types cellulaires forment deux agrégats
distincts (Figure 21A4).

Un travail réalisé dans les années 90, montre que la seule mesure des tensions de
surface de sphéroides embryonnaires reconstitués in vitro permet de prédire leur organisation

selon les regles expliquées ci-dessus (Figure21B).
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Figure 21: Modeles théoriques et expérimentaux de tri cellulaire. (A) Arrangements
éventuels lors d’un mélange de deux populations cellulaires en agrégats. On considere ici que
les cellules A sont plus cohésives que les cellules B. (1) Les cellules rouges et vertes sont
aléatoirement mélangées, ce qui donne un motif en « damier ». (2) Les cellules les plus
cohésives (rouges) s’agregent au centre tandis que les moins adhésives (vertes) enveloppent
complétement les cellules rouges. (3) Recouvrement partiel des cellules vertes moins
cohésives autour des cellules rouges. (4) Il n’y a pas d’affinités entre les cellules vertes et
rouges, donnant naissance a deux agrégats séparés. Figure provenant de la theése de F.
Bertillot (2017). (B) La tension de surface détermine [’organisation des cellules en agrégat.
Les cing tissus embryonnaires de poulet étudiés sont montrés a gauche dans lordre
décroissant de leur tension de surface. A droite, sont représentées les configurations générées
par le tri cellulaire ou la fusion globale lorsque des tissus adjacents, dans la hiérarchie des
tensions superficielles, se réorganisent in vitro. Dans chaque cas, le tissu le moins cohésif
enveloppe le plus cohésif. Les images sont des sections optiques de 60 um. Les cellules de
chaque tissu ont été colorées avec des marqueurs fluorescents contrastés, auxquels ont été
affectées ici de fausses couleurs. Le mésoderme de bourgeon (vert) est enveloppé de rétine
pigmentée (rouge), qui est a son tour enveloppée de ventricule cardiaque (jaune), a son tour
entouré de foie (bleu) entouré de rétine neurale (orange) (Figure adaptée de Foty et al.,
1996).

Rétine neurale

4.2- Role de la contractilité et des interactions a la MEC dans le processus de tri cellulaire

Les adhésions intercellulaires ne sont pas les seuls mécanismes responsables de la
tension de surface et par conséquent de la ségrégation des cellules au sein d’un tissu. En effet,
la tension corticale générée par les complexes actomyosine et les interactions avec la MEC
sont aussi a prendre en compte lors des éveénements de ségrégation cellulaire. Le laboratoire

de Gartner a mis en évidence I’importance de la contractilité cellulaire et des interactions avec
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le substrat dans les processus de tri cellulaire, notamment au niveau de la glande mammaire
(Figure 22) (Cerchiari et al., 2015). Les auteurs réalisent des expériences de tri cellulaire en
utilisant des types de cellules mammaires primaires aux propriétés distinctes : les cellules
myoépithéliales trés contractiles et les cellules épithéliales luminales. Ils utilisent également

différentes matrices entourant ces agrégats :
- ’agarose, inhibant ainsi toute interaction avec la matrice,

- le matrigel, matrice mimant les propriétés de la membrane basale présente au niveau

de la glande mammaire.

En présence d’agarose, les cellules myoépithéliales contractiles se retrouvent a
I’intérieur du sphéroide, entourées par les cellules luminales. L'organisation des cellules est
inversée en comparaison de l'organisation physiologique. En revanche, en présence de
matrigel, les agrégats retrouvent leur configuration physiologique, c’est-a-dire les cellules
myoépithéliales entourent les cellules luminales. Ces données indiquent d’une part
I’importance de la tension corticale dépendante de 1’actomyosine dans la ségrégation des
cellules de la glande mammaire, et d’autre part, que les cellules myoépithéliales présentent
une plus grande affinité d’interaction avec la matrice, ce qui prédomine sur 1’organisation

générale de la glande mammaire.
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Figure 22: Ségrégation cellulaire des cellules de la glande mammaire en fonction de la
MEC. (A) Auto-organisation de cellules luminales (vertes) et myoépithéliales (rouges) en
agrégats. Le schéma de droite représente ['organisation physiologique : les cellules
myoépithéliales entourent les cellules luminales et I’agrégat forme une lumiere au centre. (B)
Organisation des cellules mammaires en fonction de la matrice extracellulaire utilisée. En
agarose, les cellules s’organisent de facon inversée a celle observée physiologiquement,
c’est-a-dire que les cellules MEP sont au centre de ’agrégat, entourées des cellules LEM. En
matrigel, les deux types cellulaires retrouvent leur configuration physiologique. (C)
Expérience similaire a celle décrite en B, les cellules ont été marqués avant la ségrégation
des cellules par un Cell traker rouge (CTR) et un cell tracker vert (CTG). (D) Quantification
des différentes organisations obtenues selon la matrice utilisée (Figure de Cerchiari et al.,
2015).

Pour conclure, les phénomenes de tri cellulaire, autrement dit de ségrégation d’un type
cellulaire a un autre, découlent d’une balance entre la tension corticale d’actomyosine, les
adhésions intercellulaires et a la MEC. Selon les types cellulaires considérés ou la nature de la
matrice environnante, 1’équilibre entre ces différents parameétres affecte la configuration

générale du tissu.
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Chapitre V: Maintien de I’homéostasie des épithéliums :

L’extrusion cellulaire
Afin de maintenir I’intégrité du tissu épithélial, un équilibre entre apoptose et division
cellulaire est nécessaire. De nombreux mécanismes finement régulés, tels que I’extrusion, la

division ou encore I’intercalation des cellules épithéliales, préservent I’homéostasie du tissu

Dans ce chapitre, je vais développer spécifiquement I’extrusion cellulaire.

1- L.’extrusion apicale physiologique

L’extrusion apicale est un des mécanismes développés par les cellules épithéliales
afin de préserver I’homéostasie du tissu. L’extrusion apicale consiste en 1’élimination apicale
de cellules épithéliales, en dehors de I’épithélium. Ce processus est particulierement étudié
dans les villosités intestinales ou 1’épithélium doit €tre renouvelé en permanence. Dans ce
tissu, les cellules souches localisées au niveau des cryptes intestinales se divisent et générent
de nouvelles cellules qui migrent progressivement a I’extrémité distale ol est observée une
extrusion massive des cellules épithéliales, permettant le maintien d'une méme densité
cellulaire tout en renouvelant continuellement ces villosités intestinales (Figure 23a/b/c)

(Eisenhoffer et al., 2012; Guillot and Lecuit, 2013).

L’extrusion d’une cellule nécessite le déplacement des cellules adjacentes et le
remodelage des jonctions cellulaires. Dans un premier temps, la cellule qui va extruder exerce
une tension sur les cellules voisines via la formation d’un anneau cortical contractile de
filaments d’actine couplés a la myosine, réduisant a trois le nombre de jonctions cellulaires
avec les cellules adjacentes au lieu de six. Dans un second temps, les cellules voisines forment
un anneau multi-cellulaires d’actomyosine contractile autour de cette cellule. Ce réseau
d’actine va se déplacer du cortex apical au pdle basal afin d’expulser la cellule apoptotique
vers le pole apical (Kuipers et al., 2014; Rosenblatt et al., 2001). Ainsi, lors de 1’élimination
de cellules, la barriere épithéliale conserve son intégrité grice au remodelage rapide des
jonctions cellulaires, permettant 1’extrusion et 1'élimination de cellules et relachant la pression
exercée sur le tissu (Guillot and Lecuit, 2013). De plus, des défauts du comportement
nématique de I'épithélium - c’est-a-dire des défauts de I'organisation des cellules épithéliales

les unes par rapport aux autres, en particulier de leur orientation - sont corrélés a la
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localisation des sites d’extrusion. Des défaut de cette topologie entrainent 1’extrusion de

cellules (Saw et al., 2017).

A Torigine, D’extrusion apicale est décrite comme un mécanisme permettant
I’élimination des cellules apoptotiques de 1’épithélium afin de préserver une barriere
épithéliale fonctionnelle (Figure 23b/e/h) (Andrade and Rosenblatt, 2011; Wang et al., 2011).
Lors d’un « surpeuplement » de cellules, une cascade de signalisation dépendante des
caspases entraine la mort d’une cellule puis son exclusion de 1’épithélium par les cellules
voisines (Levayer et al., 2016; Muliyil et al., 2011). Il a été montré, dans une monocouche de
cellules MDCK, que les cellules apoptotiques produisent la Shingosine-1-Phosphate (S1P),
qui est transportée a la surface cellulaire et se fixe aux récepteurs 2 de S1P (S1P,) des cellules
voisines. Ceci entraine I’activation de la GTPase Rho et permet I’assemblage et la contraction
de I’anneau d’actomyosine au niveau des cellules voisines, nécessaire a I’extrusion apicale de
la cellule apoptotique (Andrade and Rosenblatt, 2011; Gu et al., 2011). De plus, le maintien
des jonctions adhérentes d’E-cadhérine est nécessaire au processus d’extrusion apoptotique,
ce qui préserve l’intégrité du tissu en présence de signaux apoptotiques en participant
notamment a la coordination de la transmission des forces entre les cellules adjacentes

(Lubkov and Bar-Sagi, 2014).

Néanmoins, le lien entre extrusion et mort cellulaire n’est pas toujours bien compris et
est controversé. Dans certains cas, la cellule extrudée est vivante au moment de son
exclusion et va mourir par la suite, du fait de son détachement aux autres cellules et a la
matrice (Eisenhoffer and Rosenblatt, 2013; Levayer et al., 2016; Meghana et al., 2011;
Muliyil et al., 2011). Par exemple, au niveau des villosités intestinales, I’extrusion de cellules
apoptotiques mais également vivantes est observée (Figure 23a) (Eisenhoffer and Rosenblatt,
2013; Katoh and Fujita, 2012; Marinari et al., 2012; Ohsawa et al., 2018). Plusieurs études
réalisées sur différents épithéliums (embryon de drosophile et de poisson zebre, épithélium
intestinal humain, culture in vitro de lignées cellulaires en monocouche etc...) ont montré que
le surpeuplement cellulaire (« overcrowding »), génére une compression du tissu entrainant
I’extrusion de cellules vivantes de 1’épithélium qui par la suite meurent par anoikis (Figure
23a/c/d/f/g/1) (Eisenhoffer and Rosenblatt, 2013; Katoh and Fujita, 2012; Marinari et al.,
2012). L’extrusion des cellules vivantes, lors du « surpeuplement », nécessite également la
voie de signalisation S1P-S1P,-Rho. Contrairement aux cellules apoptotiques qui activent
cette voie a la suite de signaux apoptotiques, 1’extrusion des cellules vivantes est dépendante

des canaux ioniques Piezo-1. Piezo-1 est sensible aux forces mécaniques. Il promeut la
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division cellulaire lorsque la cellule est soumise a un étirement et, a 1’inverse, 1’extrusion
cellulaire lors d’un encombrement cellulaire (Eisenhoffer et al., 2012; Gudipaty et al., 2017).
Les mécanismes mis en jeu dans l’activation de ces deux processus opposés par Piezo-1

restent encore a découvrir.

Ainsi, I’extrusion apicale entraine 1’élimination de cellules apoptotiques et vivantes
lors d’une compression des tissus. La régulation temporelle entre extrusion et mort cellulaire
est a I’heure actuelle mal connue. Dans certains tissus, telle que les villosité intestinales, des
cellules vivantes ou apoptotiques sont exclues de I’épithélium suggérant que les deux
possibilités coexistent. Ces villosité intestinales sont une zone particuliere ou, d’une part
certaines cellules épithéliales sont compressées, et d’autre part le renouvellement permanent
de I’épithélium est nécessaire afin d’assurer 1’intégrité fonctionnelle de l'intestin, pouvant
potentiellement expliquer les phénomenes d’extrusion de cellules apoptotiques et vivantes. Il
parait nécessaire de comprendre les mécanismes régulant 1’extrusion apoptotique versus celle
de cellules vivantes et de comprendre si ces deux processus coexistent dans d’autres organes,
notamment au niveau de la glande mammaire, ou le déroulement et la régulation de

I’extrusion cellulaire sont moins connus.

La glande mammaire subit des changement morphologiques a chaque cycle menstruel,
et de facon extréme lors de la grossesse, la lactation et I’involution. Ces changements sont
caractérisés dans un premier temps par une prolifération intense des cellules épithéliales
mammaires lors de la grossesse puis, suite a I'arrét de la production de lait, par la mort
cellulaire massive de ces cellules (Watson, 2006). Afin de préserver I’intégrité fonctionnelle
de I’organe, les cellules apoptotiques sont exclues de I’épithélium par les cellules épithéliales
voisines, dans la lumiére du canal ou elles seront éliminées par phagocytose, par les cellules
immunitaires et également par certaines cellules épithéliales mammaires (Monks et al., 2005,
2008). En effet, aprés la lactation, certaines MEC sont capables d’absorber les cellules
apoptotiques afin d’empécher une inflammation. Récemment, la protéine GTPase Racl a été
impliquée dans I’extrusion apicale des cellules apoptotiques et dans I’élimination de ces
cellules par phagocytose dans la glande mammaire apres lactation (Akhtar et al., 2016).
Néanmoins, les mécanismes régulant [’extrusion apoptotique restent peu connus
particuliérement hors des événements de lactation et notamment quels processus déterminent

si une cellule devient apoptotique ou phagocytaire.
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Figure 23: L’extrusion apicale participe au maintien de I’homéostasie. Description de
Uextrusion apicale de cellules apoptotiques ou vivantes au niveau de régions de
surpeuplement cellulaire dans (a) des tissus de colon humain, (b) I’épiderme de poisson-zébre
et (¢) une monocouche de cellules MDCK (Figure de Eisenhoffer et al., 2012).

Outre le surpeuplement et la signalisation apoptotique, 1’extrusion cellulaire peut étre

provoquée par des mutations oncogéniques.

2- L.’ extrusion oncogénique

A la suite de mutations oncogéniques, afin de protéger I’épithélium, les cellules
transformées sont expulsées du tissu sain vers le pdle apical par des mécanismes d’extrusion,
et elles sont destinées a mourir par anoikis (Kajita and Fujita, 2015). Cependant, certaines
cellules oncogéniques sont capables de proliférer a I’extérieur de la couche épithéliale (Leung
and Brugge, 2012). Les mutations de Ras, ErbB2 ou I’addition des mutations MT1-
MMP/myrAKT1, permettent aux cellules tumorales métastatiques de résister a 1’anoikis, en

I’absence d'adhésion a la MEC, grace a des signaux de survie (McFall et al., 2001; Thullberg
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et al., 2007). L’extrusion oncogénique apicale apparait comme un mécanisme impliqué dans

le développement tumoral (Figure 24A /C).

Chez les mammiferes, la surexpression des oncogenes Src, ErbB2 ou Ras ainsi que la
déplétion de la protéine de polarité Scribble, entrainent 1’extrusion apicale oncogénique,
indépendamment de signaux apoptotiques (Hogan et al., 2009; Kajita et al., 2010; Leung and
Brugge, 2012; Norman et al., 2012). La cellule oncogénique n'est exclue de I’épithélium que
lorsque celle-ci est entourée de cellules normales. En effet, une perturbation de 1’épithélium
entourant les cellules oncogéniques, par exemple via la déplétion de pl120-caténine, une
protéine nécessaire au maintien de jonctions adhérentes fonctionnelles, inhibe les phénoménes
de translocation apicale et entraine la formation d’excroissance de ces cellules oncogénique
au sein de I’épithélium et au niveau de la MEC. Ces données indiquent un role important des
cellules normales voisines dans les processus d’extrusion. (Figure 24B/C)(Hogan et al., 2009;

Leung and Brugge, 2012).

mCherry My myrAKT1 Myc / MT1-MMP

cing p120
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- Perturbation de
I~ I’épithélium Z Z
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Figure 24: L’extrusion oncogénique: un mécanisme potentiel lors du développement
tumoral (A-B) Acini de MCF10A infectés a 16 jours dont des cellules isolées co-surexpriment
de maniere inductible la mcherry, mcherry/Myc ou mcherry/myrAKTI et la GFP ou MTI-
MMP/GFP. (A) La surexpression de MTI-MMP ou la co-surexpression MTI-MMP/Myc
entrainent une translocation apicale mais les cellules excluent dans la lumiere ne proliferent
pas. En revanche la co-surexpression de myrAKTI et MT1-MMP promeut une translocation
apicale suivi d’une prolifération des cellules dans la lumiére de l’acinus, 12 jour apres
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induction (= excroissance luminale). Les cellules co-surexprimant MTI-MMP/Myc meurent
par apoptose une fois exclue dans la lumiere de [’acinus, huit jours apreés induction
(marquage caspase 3 clivée). (B) Acini de MCF10A/pTRIPZ-p120KD ou MCF10A/pTRIPZ-
NS, infectés a 16jours dans lesquels des cellules isolées surexpriment Myc, myrAKTI ou
ErbB2. La surexpression d’ErbB2 promeut la translocation apicale tandis que lorsque cette
surexpression, au niveau de cellules isolées, est couplée a la déplétion de p120 dans tout
Uacinus, les cellules ErbB2+ proliferent au sein de [’épithélium et dans la matrice de
matrigel (excroissance). Barres d’échelles : 10um. (C) Modeéle schématique des mécanismes
responsables de [’excroissance de cellules oncogéniques isolées au sein d’un épithélium
mammaire (Figure adaptée de Leung and Brugge, 2012).

L’extrusion apicale oncogénique est également dépendante de la voie S1P-S1P2-Rho
et de I’activité contractile de 1’actomyosine aux interfaces cellulaires (Hogan et al. 2009;
Yamamoto et al. 2015). La protéine N-WASP, un régulateur de la polymérisation de I’actine,
est impliquée dans le processus d’extrusion apicale, notamment lors de 1’extrusion

V12 N-WASP favorise la stabilisation du réseau d’actine au

oncogénique des cellules H-Ras
niveau des jonctions apicales de la zonula adherence. Dans les cellules H-Ras''? la
distribution de N-WASP est affectée, perturbant ainsi la stabilité du réseau d’actine au niveau
des jonctions apicales, a I'interface H-RASY'>/WT. De plus, une augmentation de N-WASP
est observée au niveau d’adhésions cellulaires plus latérales. Ceci entraine d’une part la
diminution de la tension corticale au niveau des jonctions apicales, et d’autre part une
augmentation de la tension latérale des interfaces WT/H-Ras"'?. Ces variations de tension le

long des contacts intercellulaires promeut 1’extrusion apicale des cellules H-Ras"'* (Wu et al.,

2014, 2015a).

Certaines mutations oncogéniques affectent le sens de I’extrusion et favorisent
Pextrusion basale (Slattum and Rosenblatt, 2014; Slattum et al., 2014). Des mutations
oncogéniques de K-Ras sont a l’origine de nombreuses tumeurs agressives, telles que
certaines tumeurs du pancréas, du poumon ou encore du colon (Dunne and Hezel, 2015;
Phipps et al., 2013; Riely et al., 2009). Les mutations de K-Ras favorisent la prolifération et la
survie des cellules. De plus, K-Ras"'? promeut I’extrusion basale des cellules MDCK de
manic¢re autonome en entrainant une dégradation de la S1P et de son récepteur S1P;,
nécessaires a 1’extrusion apicale (Gu et al.; Slattum et al., 2014). Lors de I’extrusion basale,
I’anneau contractile d’actomyosine est localis€ au pole apical des cellules entrainant
I'expulsion de la cellule transformée au pdle basal, sous le tissu épithélial lors d’une culture
2D ou dans la MEC. La direction de l’extrusion est dépendante de la réorientation des

microtubules, qui elle-méme est dépendante de la protéine pl15-RhoGEF. (Slattum et al.,
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2014). De plus, lorsque les cellules MDCK sont cultivées dans une matrice de matrigel, les
cellules oncogéniques sont capables de survivre et de proliférer apres I’extrusion basale, grace
a la surexpression de signaux de survie et de prolifération, contrairement aux petits nombres
de cellules sauvages ayant subi une extrusion basale (Slattum et al., 2014). Ces résultats
suggerent que 1’extrusion basale pourrait étre un nouveau mécanisme d’invasion précoce et de
formation des métastases: une fois sortie de 1’épithélium, les cellules transformées, en
présence de signaux de survie, pourraient proliférer et migrer dans la MEC puis coloniser des

tissus distants et former des métastases (Slattum and Rosenblatt, 2014).

La plupart des études de I’extrusion cellulaire ont été réalisées in vivo chez la
drosophile et le poisson zebre ou in vitro sur des MDCK cultivées en monocouche. Chez
I’Homme, le processus d’extrusion physiologique a principalement été étudié au niveau de
I’intestin. Les mécanismes régulant I’extrusion physiologique et oncogénique in vivo chez
I’Homme, et plus généralement chez les mammiféres, ainsi que dans des organes autres que

l'intestin, en particulier dans la glande mammaire, sont peu connus.
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Hypotheses et objectifs du travail de these

La formation de métastases est la principale cause de déces liée aux cancers. Dans
certains cas, la dissémination des cellules cancéreuses se produit a un stade trés précoce, bien
avant la détection de la tumeur primaire. Le développement tumoral est un processus
complexe de plusieurs étapes commencant par 1’apparition de cellules oncogéniques isolées.
Les mécanismes permettant aux cellules oncogéniques d’évoluer dans un environnement
épithélial sain et extrémement régulé restent a déterminer. L'extrusion cellulaire pourrait
permettre aux cellules tumorales de s'échapper de [I'épithélium normal. L’extrusion
oncogénique se produit seulement lorsque la cellule mutée est entourée de cellules épithéliales
saines, suggérant un role des cellules voisines dans les processus d’extrusion. De plus, les
mécanismes déterminant le sens de 1’extrusion ne sont pas connus. Une grande hétérogénéité
est observée au niveau des cancers du sein. Selon les mutations oncogéniques considérées,
I’accumulation de ces mutations ou encore l’environnement extracellulaire, plusieurs
mécanismes non exclusifs peuvent étre mis en jeu dans 1’évolution des cancers du sein. Ainsi
I’extrusion apicale ou basale apparait comme un mécanisme potentiel qui pourrait étre
respectivement responsable du développement tumoral et une des causes de
dissémination métastatique précoce. En effet, I’extrusion apicale pourrait entrainer la
formation de tumeur mammaire in situ, grace a I’expression de facteurs de survie permettant
aux cellules oncogéniques de survivre et de proliférer a I’intérieur du canal mammaire, tandis
que I’extrusion basale pourrait étre responsable de la dissémination précoce des cellules
cancéreuses. Dans la glande mammaire, les cellules oncogéniques doivent dégrader la
membrane basale avant de pénétrer dans la MEC et y et éventuellement former des métastases
au niveau d’organes distants. Les mécanismes impliqués dans la régulation de I’extrusion

cellulaire sont mal connus, particuliérement dans la glande mammaire.

La perte de polarité des cellules épithéliales est I’une des caractéristiques des cellules
cancéreuses et est corrélée a 1’agressivité de la tumeur. Nous avons émis 1'hypothese que les
protéines de polarité pourraient étre des acteurs essentiels au déclenchement du
processus d’extrusion cellulaire. Plus particulierement, dans le cas des cancers du sein, la
protéine de polarit¢é aPKCi est surexprimée. Sa surexpression est un facteur de mauvais
pronostic pour les patientes et des études in vitro sur les MDA-MB-231ont montré que la
surexpression d’aPKCi favorise 1’invasion tumorale via la régulation du transport des

endosomes MT1-MMP.
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Dans ce contexte, les objectifs de mon travail de thése consistaient a étudier les
fonctions de la surexpression d’aPKCi dans quelques cellules épithéliales au niveau d’un
tissu épithélial mammaire sain afin de comprendre les premieres étapes du développement
tumoral, lors de I’apparition de mutations oncogéniques isolées. Pour cela nous avons
développé un modele de culture d’organoides ex vivo, mimant la structure de la glande
mammaire et dans lesquels quelques cellules luminales surexpriment aPKCi, et également
réalisés des expériences in vivo de transplantation de ces organoides chez la souris. Dans un
premier temps, mon étude a consisté a déterminer si la surexpression d’aPKCi entrainait
d’une part une perte de polarité apico-basale et d’autre part si cette surexpression était
suffisante pour promouvoir I’invasion des cellules mutées dans la matrice environnante et
quelle était la chronologie entre ces éveénements. Mes premiers résultats ont révélé que la
surexpression d’aPKCi, dans quelques cellules épithéliales de la glande mammaire, promeut,
d’une part I’extrusion basale in vivo et ex vivo en dégradant la membrane basale de facon
dépendante des métalloprotéases, et d’autre part une perte de la polarité apicale du
centrosome. Néanmoins, j’ai observé que cette délocalisation est un événement consécutif a
I’extrusion basale, suggérant qu’un autre mécanisme promeut I‘extrusion basale. Par la suite,
mon travail a alors consisté a déterminer, dans différents modeles de culture in vitro, quels
étaient les mécanismes mis en jeu par la surexpression d'aPKCi responsables de
P’extrusion basale des cellules et plus particuliecrement I’importance des cellules
épithéliales adjacentes saines dans ce processus. L’ensemble des résultats obtenus sont

présentés dans 1’article suivant.
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Figure 25: Etude de la surexpression d’aPKCi dans des cellules épithéliales de la glande
mammaire, entourées de cellules épithéliales et myoépithéliales saines.
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Abstract

Metastasis is the main cause of cancer-related deaths. How these cancer cell alterations
evolve within tightly regulated tissue remains elusive. Here, we found that the oncogenic
polarity kinase atypical PKC iota (aPKCi) overexpression triggers oncogenic basal cell
extrusion in vivo, a new mechanism for early breast tumor cell dissemination. By combining
biophysical approaches, we show an increase in cell tension at the interface between aPKCi+
and WT cells dependent on myosin II activity, associated with a relocation of vinculin from
cell-cell junctions to focal adhesions in aPKCi+ cells, leading to the acquisition of pro-
migratory features in these oncogenic cells. We identify aPKCi and vinculin as new regulators
of cell segregation and propose that a balance between cell contractility and cell-cell adhesion
at the interface between normal and oncogenic aPKCi+ cells is crucial for promoting basal
cell extrusion. We anticipate that this mechanism may be conserved in other carcinomas,

promoting early cancer cell dissemination.

Significance statement

This study shows that an oncogenic mammary epithelial cell surrounded by normal
cells could in vivo basally extrude and disseminate at very early stage before the formation of
a primary tumor. Here we show, that key polarity protein atypical PKC iota (aPKCi)
overexpression is crucial for triggering basal cell extrusion and early invasion into the
mammary gland stroma. Moreover, we highlight the importance of the different mechanical
properties between the oncogenic aPKCi overexpressing cells and the surrounded normal cells
associated with the decrease of vinculin at the cell junction which triggers cell segregation,
first step promoting and controlling the direction of cell extrusion. This mechanism may be

conserved in other carcinomas, promoting early cancer cell dissemination.
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Introduction

Tumorigenesis is a multi-step process initiated from oncogenic single cells within a
normal tissue (1). Recent data suggest that metastatic dissemination even occurs at an early
stage during tumour formation (2, 3). Cell extrusion is a potential mechanism that could allow
for mutant cells to escape from untransformed epithelia (4-6) (7). Polarity proteins may play
essential roles in triggering cell extrusion and early tumor cell dissemination as loss of
epithelial cell polarity is a hallmark of cancer cells that is correlated with tumor
aggressiveness (8) (9). The polarity protein kinase aPKCi (atypical Protein Kinase C iota) is
an oncogene (10), which overexpression (aPKCi+) is of poor prognosis in particular in breast
cancers (11) (12). By combining biophysical approaches, we show an increase in cell tension
at the interface between aPKCi+ and WT cells dependent on myosin II activity, associated
with a relocation of vinculin from cell-cell junctions to focal adhesions in aPKCi+ cells,
leading to the acquisition of pro-migratory features in these oncogenic cells. We identify
aPKCi and vinculin as new regulators of cell segregation and propose that a balance between
cell contractility and cell-cell adhesion at the interface between normal and oncogenic
aPKCi+ cells is crucial for promoting basal cell extrusion in vivo. We anticipate that this

mechanism may be conserved in other carcinomas, promoting early cancer cell dissemination.

Results and discussion

We investigated the effect of aPKCi overexpression in a limited number of mammary
luminal cells, to mimic the early events in metastatic dissemination in vivo, in which few
isolated cells within a tissue initiate metastasis. To do this, we developed an in vivo assay in
which GFP+ or GFP-aPKCi+ infected mammary gland organoids were directly grafted into
cleared mammary fat pads of syngenic mice (Fig. 1a). After 5 to 9 weeks, the grafted cells
successfully regenerated mammary glands containing only a few GFP positive cells
surrounded by WT cells. In the glands regenerated from the transplanted organoids, we
observed that almost all the GFP+ control cells localised in the ducts, whereas 65% of the
GFP-aPKCi+ luminal cells were able to breach through the myoepithelial cell layer (Fig.
1b/c). The breaching GFP-aPKCi+ cells were also able to break through the basement
membrane (Fig. 1d/e). Interestingly, the epithelial markers keratin 8 and E-Cadherin were still

expressed, suggesting that aPKCi+ cells do not undergo an EMT (epithelial-mesenchymal
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transition) transition. These results indicate that the overexpression of oncogenic polarity
protein aPKCi is sufficient to trigger basal cell extrusion in vivo.

In our in vivo model that preserves a physiological microenvironment and,
importantly, an intact immune system, aPKCi overexpression promotes cell dissemination at a
very early stage, prior to the formation of a primary tumor. To be able to dissect the
mechanisms involved in this process, we turned to a simpler setting and used a 3D primary
mouse mammary organoid culture model (13, 14). GFP-aPKCi+ luminal cells form invasive
and highly dynamic actin protrusions (Fig. Sla & Video 1) but retain features of polarized
cells, such as intact ZO-1 localisation (Fig. S1b) while apoptotic marks are absent (Fig. S1c).
GFP-aPKCi+ luminal cells breach the myoepithelial cell layer in 46% of the cases (compared
to 13% for GFP+ luminal cells) (Fig. 2a/b) and basement membrane (BM) continuity is
interrupted in 33% of the cases (compared to none for GFP+ luminal cells) (Fig. 2c¢/d).
Similar results were obtained using mCherry tagged cells (Fig. S2a/b). These results
recapitulate the situation in vivo and suggest that our organoids are an adequate model to
study basal cell extrusion after loss of polarity in the mammary gland.

As aPKCi controls the transport of MTI-MMP (Membrane-Type 1 Matrix
MetalloProteinase) at the plasma membrane to degrade the matrix (12), we tested the effect of
MTI1-MMP overexpression on basal protrusion formation through the myoepithelium layer
(as an alternative readout to the BM labelling) and observed that it had no effect on
myoepithelial cell layer breaching (Fig. S2a/b). However, in the presence of GM6001, an
inhibitor of metalloproteinase (MMP) activity, myoepithelium-breaching protrusions were
decreased (Fig. S2c¢/d) suggesting that aPKCi mediated protrusion formation is dependent on
MMP activity. As aPKC is a protein crucial for centrosome polarity (15), we investigated
whether aPKCi overexpression could affect apical polarity of the centrosome. By
immunostaining organoids with the centrosome marker Pericentrin, we observed that 40% of
GFP-aPKCi+ epithelial cells had their centrosome directed away from the apical side of the
cell, compared to 15% of the control cells (Fig. S3a/b). When protrusion formation is
inhibited by GM6001 (Fig. S2c/d), however, centrosomes remain polarized at the apical pole
(Fig. S3c/d). Changes to centrosome polarity would occur after mutant cells breach the
myoepithelial cell layer, likely by engaging receptors (e.g. integrins) in contact with the
matrix (Fig. S2¢/d and (15)), which might allow the delivery of cargoes to the forefront of the
invasive cell.

In light of these results, we postulated that, when GFP-aPKCi+ epithelial cells become

segregated from normal cells, they come into contact with the BM, resulting in its
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degradation. To understand how cells come into contact with the BM, we adapted a
segregation assay described previously (16). Spheroids composed of MCF10A overexpressing
GFP-aPKCi (Fig. 2e & Fig. S4a) or MCF10A GFP+ depleted for aPKCz/i cells were mixed
with control MCF10A cells expressing a mCherry-tag (Fig. S4b/c) within agarose, a non-
adherent substrate. GFP-aPKCi overexpressing cells segregated from mCherry cells at the
periphery of the spheroids (Fig. 2e/f), while aPKCz/i-depleted cells localized at the centre of
the spheroids (Fig. S4c/d). Previous studies have shown that cell segregation is driven by
differences in cell surface tension (17). To address whether aPKCi overexpression leads to
different macroscopic mechanical properties of the spheroids, the surface tension of spheroids
at cell-medium interface was measured using micropipette aspiration (18). We found that the
surface tension of spheroids containing GFP-aPKCi+ cells was twice lower than that of
spheroids composed of GFP+ control cells (Fig. 2g/h). Cell contractility and cell-cell adhesion
are two processes that contribute to surface tension (17). To test the role of these two
processes in our system, contractility and cell-cell adhesions were impaired in GFP+ cells
using siRNA against RhoA or E-Cadherin, respectively (Fig. S4e/f/g). ). Like aPKCi+ cells,
weakly contractile and/or weakly adhering cells segregated from control cells towards the
periphery of the spheroids.

Contractility regulates cell surface tension and also cell extrusion (7) (19).
Subsequently, we investigated the effect of aPKCi overexpression on cell contractility. While
aPKCi overexpression had no effect on the overall expression of MLC2 or phospho-Ser19-
MLC?2 (Fig. S5a), a strong increase in actomyosin density was observed in apico-lateral poles
and in the protrusions of aPKCi+ cells when surrounded by WT cells in MCF10A monolayers
(Fig. 3a/b/c) and in mammary organoids (Fig. 3d). These effects were specific to aPKCi+
cells and were not observed in adjacent WT cells (Fig. 3a/b, Video 2), or at the symmetric
interfaces between aPKCi+/aPKCi+ cells (Fig. S5b). This result suggests that surrounding
normal epithelial cells could play an active role in basal extrusion of oncogenic cells, as
proposed for the apical extrusion of transformed cells (6) (20). The contractile tension at the
asymmetric junctions was then analyzed by laser ablation of individual junctions (Fig. S5c/d
& Video 3). Quantifying the initial recoil velocity of different cell vertices after ablation (21)
suggest an increase in the contractile tension at asymmetric WT/GFP-aPKCi cell boundaries
compared to GFP/WT junctions (Fig. 3e). The increase in contractile force in aPKCi+ cells
surrounded by normal cells may help the aPKCi+ cell to actively escape from the epithelium.
To test if strengthening of the junctions is required for cell extrusion, organoids were treated

with an inhibitor of myosin, Blebbistatin. GFP-aPKCi+ cells in organoids treated with
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Blebbistatin did not basally protrude, suggesting that contractility is required for the formation
of basal extensions (Fig. S5e/f). We then asked whether the rigidity of the cytoplasm may
differ in aPKCi+ cells and in control cells. Using a technique combining optical trapping and
confocal imaging (22) (23), we measured the viscoelastic properties of the cytoplasm of GFP-
aPKCi+ or GFP+ cells surrounded by WT cells. The displacement of a fluorescent-bead
internalized in the cytoplasm was tracked following a step displacement of the cell (Fig. S6a).
Different analysis of the relaxation curves (see methods) (23), revealed that the cytoplasm is
more rigid in aPKCi+ cells, as shown by the increased values of all measured viscoelastic
parameters (Fig. S6b/c/d). Together, these results indicate that the observed segregation of
aPKCi+ cells from their WT counterparts at the periphery of spheroids cannot be explained is
not due to a lower contractility of the aPKCi+ cells. In fact, aPKCi+ cells surrounded by WT
cells display a higher cytoplasm rigidity and viscosity, associated with an apical contractile
ring of actomyosin in aPKCi+ cell and a strengthening of cellular junctions at the asymmetric
aPKCi+/WT boundary which may contribute to generate forces to allow the aPKCi+ cell to
extrude from the normal epithelium into the stroma.

Next, we investigated the effect of aPKCi overexpression on cell-cell adhesion. No
significant changes in the expression of E-Cadherin, alpha-Catenin and vinculin are detected
in aPKCi+ cells (Fig. S5Aa. Whereas E-Cadherin and alpha-Catenin localisation are
preserved at normal-aPKCi+ cell junctions (asymmetric junctions), (Fig. 4a/b/c &Fig. S7a),
vinculin is strongly decreased, both in MCF10A and in primary luminal cells (Fig. 4a/d/e &
Fig. S7b). A similar situation is found at aPKCi+-aPKCi+ cell junctions (symmetric
junctions) where E-Cadherin localisation is preserved, whereas vinculin is decreased (Fig.
S7c). This suggests that aPKCi may regulate vinculin phosphorylation as a potential aPKCi
substrate, as described for other PKCs (24). Vinculin is an alpha-catenin and actin binding
protein, localized at cell junctions and in focal adhesion sites. As vinculin is thought to
stabilize cell junctions through its interaction with alpha-catenin (25, 26), we postulated that
vinculin might play an aPKCi-dependent role in cell segregation. Vinculin-depleted cells
localized at the periphery of spheroids when mixed with normal cells (Fig. 4f/g & Fig. S7d),
pointing to a role for vinculin in cell segregation. Accordingly, depleting vinculin in normal
cells abolished the segregation of aPKCi+ cells at the periphery of spheroids (Fig. 4h/i). The
decrease in vinculin recruitment at asymmetric WT-aPKCi+ junctions (Fig. 4c/d) may lead to
a decrease in junction stability, which in turn could trigger aPKCi+ cell segregation. In
combination with previous studies (12, 27), our results suggest that aPKCi may lead to the

acquisition of migratory and invasive properties by decreasing vinculin at cell-cell junctions,
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while reinforcing its localisation at focal adhesion sites in protrusions extending beneath the
WT cells monolayer (Fig. 4a and Supplementary Videos 4/5/6). While our data suggest that
vinculin could switch between cell junctions and focal adhesions in an aPKCi-dependent
manner, little is known as to whether vinculin can relocalize from cell junctions to focal
adhesions (and vice versa) (28). A vinculin switch between cell junctions and adhesion sites
might not only control cell extrusion, but also promote efficient collective tumor cell invasion

by affecting the dynamic of focal adhesions (29) (30) (31).

Our work reveals a dual role for aPKCi in driving cell segregation: by both affecting
vinculin localisation at cell junction and increasing cortical tension at the interface between
the oncogenic aPKCi+ cell and WT cells. Together, these effects contribute to drive basal
extrusion of the oncogenic aPKCi+ cell into the extracellular matrix. Moreover, aPKCi+
overexpression leads to the acquisition of pro-migratory features by reinforcing the
localisation of vinculin at focal adhesions. Our results show that aPKC is a key regulator in
cell contractility in polarized cells and link cell contractility to cell segregation, as reported
previously in blastomeres (32), suggesting that mechanical properties may control tumor cell
dissemination at very early stages of tumor progression. A balance between increased
contractility and decreased adhesiveness between normal and oncogenic cells is required to
drive initial cell segregation and subsequent basal cell extrusion of the transformed cell from
the epithelium. How these processes are coordinated remain to be elucidated. It will also be
crucial to test whether the orientation of cell extrusion can be predicted from the nature of the

oncogenes and the biophysical properties of cancer cells.
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Figures and legends
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Fig. 1: aPKCi overexpression triggers basal cell extrusion in vivo. (a) Scheme of mouse
mammary organoid transplantation experiments. (b) Confocal images of regenerated
mammary glands from mouse infected organoids. Myoepithelial cells are stained with an
anti- Smooth-Muscle-Actin (SMA, red). (c) Quantification of GFP+ cells breaching the
myoepithelial cell layer. A Fisher test was performed. (d-e) Confocal images of regenerated
mammary glands from mouse infected organoids. (d) Myoepithelial and luminal cells are
stained with an ant-Keratin 5 (magenta) and anti-Keratin 8 (cyan), respectively. (e) The
basement membrane and the epithelial cells are stained with an anti-laminin 5 (cyan) and
anti-E-cadherin (magenta), respectively. White arrowheads show GFP-aPKCi cells escaping
Jfrom the duct. Nuclei are stained with Dapi (cyan in b, blue in d and e. Scale bars, 10um.
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Fig. 2: aPKCi overexpression triggers basal epithelial cell protrusions breaching the
basement membrane and cell segregation from the WT cells counterparts. (a) Confocal
images of mouse mammary organoids in matrigel/collagen with few epithelial cells
overexpressing GFP or GFP-aPKCi. Myoepithelial cells are detected with an anti-SMA (red).
Nuclei are stained with Dapi (blue). (b) Quantification of the total number of GFP+ epithelial
cells breaching the myoepithelial cells layer. = p<0.001. 5 independent experiments were
performed. (c) Confocal images of mouse mammary organoids in matrigel/collagen. Luminal
cells and the basement membrane are labelled with an anti-Keratin 8 and anti-laminin 5,
respectively. (d) Quantification of the total number of GFP+ epithelial cells breaching the
basement membrane, 'p<0.05. Two independent experiments were performed. For all these
data, quantification of all the GFP+ cells were pooled from the independent experiments and
Chi2 tests were performed, scale bars, 10um, n= number of cells. (e) Confocal images of
MCFI10A spheroids in agarose mixed with GFP+ or GFP-aPKCi+ cells and mCherrry+
cells; scale bars 20um. (f) Quantification of GFP+ cells distribution. The graph shows the
ratio between the distance of GFP+ cells from the centre of the spheroid and the radius of the
spheroid (from three independent experiments). n is the number of spheroids. A Mann
Whitney test was performed, ***p<0.001 . (g) Images of micropipette aspiration of MCF-10A
spheroids at the resting pressure P, (top) and at the critical pressure P. for which the
deformation of the spheroid reaches the micropipette radius (bottom); scale bars 20 um. (h)
Individual (dots) and mean * SEM (bars) surface tension measurements on spheroids
containing a mix of WT and GFP+ or GFP-aPKCi+ cells. A Student t test was performed,
p<0.001. Three independent experiments were performed. n is the number of spheroids.
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Fig. 3: Contractility and cell tension increase at the junctions between WT cells and
aPKCi+ cells. (a) Images of a monolayer of MCF10A WT cells mixed with MCF-10 GFP or
GFP-aPKCi cells seeded on glass, stained for nuclei (Dapi in blue), E-cadherin (cyan) and P-
MLC?2 (red). The z-plane of focal adhesions (FAs) is 0.9um away from the z-plane of the
Jjunction (E-Cadherin) plane. Scale bar, 20um. (b) Representative line-scans of P-MLC2, E-
cadherin and GFP fluorescence intensity in an arbitrary unit (AU), at the interface between a
WT cell and a GFP+ cell (top) or between a WT cell and a GFP-aPKCi+ cell (bottom). (c)
Quantification of P-MLC2 maximum intensity at the interface of WT/GFP+ or WI/GFP-
aPKCi+ cells from 3 experiments. A Mann Whitney test was performed, p~ < 0,001, n is the
number of boundaries. (d) Confocal images of mice mammary organoids in matrigel/collagen
stained for E-cadherin (cyan) and P-MLC?2 (red). A zoom of the boxed area is shown in the
three images on the right. Scale bars, 10um. (e) Quantification of initial recoil velocity of
vertices of ablated cell junctions in MCF10A cells (mean * SEM). Laser ablation was
performed either between a WT cell and a GFP+ cell or between a WT cell and a GFP-
aPKCi+ cell. A Mann Whitney test was performed, **p<0.01. Three independent experiments
were performed, and n is the number of cell junctions.
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Fig. 4: A decrease in vinculin at junctions between WT cells and aPKCi+ cells triggers the
segregation of aPKCi+ cells from normal cells.(a) Images of a monolayer of MCFI10A WT
cells mixed with MCF-10 GFP or GFP-aPKCi cells on glass stained for nuclei (Dapi in blue),
E-cadherin (cyan) and Vinculin (red). The z-plane of focal adhesions (FAs) is 0.9um away
from the z-plane of the junction (E-Cadherin plane). (b) Representative line-scans of E-
cadherin fluorescence intensity in an arbitrary unit (AU), at the interface between a WT cell
and a GFP+ cell (black line) and between a WT cell and a GFP-aPKCi+ cell (red line). (c)
Quantification of E-cadherin maximum intensity at the interface between WT and GFP+ cells
or between WT and GFP-aPKCi+ cells. A Mann Whitney test was performed, ns, non-
significant and n is the number of junctions. (d) Representative line-scan of Vinculin
fluorescence intensity in an arbitrary unit (AU), at the interface between a WT cell and a
GFP+ cell (black line) and between a WT cell and a GFP-aPKCi+ cell (red line). (e)
Quantification of Vinculin maximum intensity at the between WT and GFP+ cells or between
WT and GFP-aPKCi+ cells. A Mann Whitney test was performed, = p< 0.001 and n is the
number of boundaries. (f) Mixed spheroids in agarose of MCFI0A-mCherry cells and
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MCFI10A-GFP treated with the indicated siRNA. (g) Quantification of cell segregation
between mCherry and GFP+ cells from three independent experiments. A Kruskal-Willis test
was performed, "p<0.001 (h) Spheroids of MCF10A-mCherry cells treated with the
indicated siRNA were mixed with MCF10A GFP+ or GFP-aPKCi+ cells. (i) Quantification
of GFP+ cells distribution. The graph represents the ratio between the distances of GFP+
cells from the centre of the spheroid and the radius of the spheroid in three independent
experiments. Mann Whitney test was performed, p<0.05, "p<0.01, n is the number of
spheroids, scale bars, 20um for all images.

106



Supplementary Information
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Fig. S1: Characterization of the GFP-aPKCi+, mCherry-aPKCi+ and MT1-MMP-mCherry
infected mouse mammary organoids. (a-c) Representative confocal immunofluorescence
images of mouse mammary organoids in matrigel/collagen stained for Actin (a, actin in
cyan), ZO-1 (b, ZO-1 in red). (c) Myoepithelial cells and apoptotic cells are stained with an
antibody against SMA (red) and cleaved caspase 3 (cyan), respectively. Nuclei are stained
with Dapi (blue). Scale bars, 10um for all images.
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Fig. S2: MMPs are required to form basal protrusions dependent on aPKCi but MT1-MMP
overexpression is not sufficient. (a) Representative confocal immunofluorescence images of
mouse mammary organoids in matrigel/collagen expressing a transgenic keratin 14 (K14)
promoter-driven GFP (K14: Actin-GFP) to facilitate the visualization of myoepithelial cells.
(b) Quantification of the number of mCherry+, mCherry-aPKCi+ or MTI1-MMP-mCherry+
epithelial cells breaching the myoepithelial cell layer. p<0.05, = p<0.01, ns, not significant.
(c) Effect of a Pan MMP inhibitor, GM6001 (40uM), on the breaching of the myoepithelial
cell layer, labelled with an antibody against SMA (red). (d) Quantification of the total number
of GFP+ cells breaching the myoepithelial cell layer; ~"p<0.01" p<0.001. 4 independent
experiments were performed. Nuclei are stained with Dapi (blue). For all these data,
quantification of all the GFP+ cells were pooled from the independent experiments and Chi2
tests were performed, scale bars, 10um and n is the number of cells analyzed.

108



Pericentrin - Phalloidin - Dapi

n=78 n=82
100

GFP

*kk

% GFP+ cells
with delocalized centrosome

5
X
o
©
(315
11
O
GFP GFP-
aPKCi
c
ns
n=66 n=60 n=68
I 100 A
Q
w o .
g 80 4
7]
s |
PR
88 60
ko]
T d8 1
O w =
m (O] 8 40 A
= 8
=
©
£ 201
; -
- 04
S GFP GFP- GFP-
S aPKCi  aPKCi
=
EtOH GM6001

Fig. S3: aPKCi overexpression triggers loss of apical polarity of the centrosome dependent
on protrusion formation. (a) Representative confocal immunofluorescence images of mouse
mammary organoids in matrigel/collagen where few cells overexpress GFP or GFP-aPKCi.
Centrosomes are detected with an antibody against pericentrin (red). Actin is stained with
phalloidin (cyan). (b) Quantification of centrosome localization in GFP+ epithelial cells.
Each GFP+ cell is separated in quarters. Only centrosomes localized in the apical pole (Ap)
are considered as correctly localized. The quantification of all the GFP+ cells were pooled
from the independent experiments and a Fisher test was performed “p<0.001. Five
independent experiments were performed. (c) Effect of GM6001 (40uM) on centrosome
localization on mouse mammary organoids. Centrosomes are represented in red with an
antibody against pericentrin (red). Luminal cells are stained with an anti-Keratin 8 (cyan).
(d) Quantification of centrosome localization in GFP+ cells as in (b). The quantification of
all the GFP+ cells were pooled from the independent experiments and a Chi2 test was
performed ~"p<0.01, " p<0.001. Nuclei are stained with Dapi (blue). For all these data, scale
bars, 10um, n= number of cells analyzed.
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Fig. S4: MCF10A cell segregation is dependent on contractility, cell-cell adhesion and the
expression level of aPKC. (a) Level of endogenous aPKCi expression, GFP-aPKCi level in
MCFI0A-GFP and MCFI0A-GFP-aPKCi cells. (b) Expression levels of aPKCz/i in
MCFI10A-GFP cells treated by siNT (Non-Targetting) or siaPKCz/i. (c) Representative
confocal immunofluorescence images of MCF10A spheroids in agarose. MCF10A-mCherry
cells were mixed with MCF10A-GFP depleted for aPKCz/i or control MCFI10A-GFP cells
(siNT). (d) Quantification of GFP+ cell segregation in three independent experiments. n is
the number of spheroids analyzed. A Mann Whitney test was performed, = p<0.001. (e)
Expression levels of E-cadherin and RhoA in MCF10A-GFP treated by a siNT, siRhoA or
siEcadherin. (f) Representative confocal immunofluorescence images of MCF10A spheroids
in agarose. MCF10A-mCherry cells were mixed with MCF10A-GFP depleted for RhoA, E-
cadherin or control MCF10A-GFP cells (siNT). (g) Quantification of GFP+ cell segregation
in three independent experiments. n is the number of spheroids analyzed. A Kruskal-Wallis
test was performed, " p<0.001, scale bars, 20um.
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Fig. S5: Specific increase of myosin activity at the interface WT/aPKCi is required for
basal protrusion formation.(a) Expression levels of E-cadherin, Vinculin, alpha-catenin,
aPKCi, P-MLC2 and total MLC2 in GFP+ and GFP-aPKCi+ cells. (b) Representative
images of a homogeneous monolayer of MCFI0A GFP or MCFI10A GFP-aPKCi cells on
glass coverslips. Cells are stained for E-cadherin (cyan) and P-MLC2 (red). Nuclei are
stained with Dapi (blue). Scale bars 20um. (c) Scheme of the laser ablation experiment at the
Jjunction between a WT cell and a GFP+ cell. (d) Vertices displacement curve after ablation
of the junction between WT and GFP+ cells (blue curve) or between WT and GFP-aPKCi+
MCF10-A cells (red curve). Ablation occurs at t=15 seconds. (e) Effect of inhibiting of cell
contractility with Blebbistatin (10 uM) on the breaching of the myoepithelial cell layer (SMA,
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red) by GFP-aPKCi+ cells. Actin is stained with phalloidin (cyan) and nuclei are stained
with Dapi (blue). Scale bars, 10 um. (f) Quantification of the number of epithelial GFP+ cells
breaching the myoepithelial cell layer. A Chi2 test was performed, = p<0,001, ns, non-
significant. Three independent experiments were performed, and n is the number of cells

analyzed.
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Fig. S6: aPKCi overexpression increases cytoplasm elasticity and viscosity. (a) Relaxation
curves of the displacement of beads localized in the cytoplasm after a step displacement of the
microscope stage in GFP+ (green curve) or GFP-aPKCi+ (red curve) cells surrounded by
WT cells. (b-d) Quantification of the viscoelastic properties of the cytoplasm of MCFI10A
GFP+ or GFP-aPKCi+ cells surrounded by MCFI0A WT cells using three different
approaches: a phenomenological analysis (b), a viscoelastic Standard Linear Liquid (SLL)
analysis (c) and a Power Law analysis (d) (see Materials and Methods). t tests were
performed, p<0.05, p<0.01, " p<0.001.
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Fig. S7: Expression and localization of junctional proteins in GFP-aPKCi+ cells. (a)
Representative images of a monolayer of MCF10A WT cells mixed with MCF10A GFP or
GFP-aPKCi cells seeded on glass coverslips. Cells are stained with Dapi (blue), E-cadherin
(cyan) and alpha-catenin (red). (b) Representative images of a single Z-stack in a monolayer
of primary mouse mammary cells on glass coverslips. Cells are stained with Dapi (blue), E-
cadherin (cyan) and Vinculin (red) antibodies. Scale bars, 20um. (c) Representative images
of a homogeneous monolayer of MCFIOA GFP or MCFI0A GFP-aPKCi cells on glass
coverslips. Cells are stained with Dapi (blue) E-cadherin (cyan) and Vinculin (red)
antibodies. (d) Expression levels of Vinculin in MCF10A-GFP cells treated with siNT, or 2
independent siVinculin.
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Fig. S8: Mechanical model of the optical tweezers experiments to probe the rigidity of the
cytoplasm. Standard linear liquid (SLL) viscoelastic model representing the
microenvironment of the bead. At t < 0s, the bead is trapped in the infrared laser. Time
t = 0 s is taken right after the step imposed to the microscope stage. At t = 0 s, the spring
representing the optical trap is extended to a length X, corresponding to the initial position of
the bead reached after the stage step displacement. The Kelvin-Voigt element and the dashpot
in series representing the mechanical properties of the cytoplasm are at rest at t = 0's, so
that the initial position of the node between the Kelvin-Voigt body and the dashpot in series
X, equals the initial position of the microscope stage Xs. At > 0 s, the only force applied to
the bead is exerted by the optical trap Fiyq, and the bead position relaxes towards the center
of the trap thus stretching the Kelvin-Voigt body and the dashpot in series, which apply a
friction force F, on the bead to counteract its relaxation.

115



Videos:

Video 1: Behaviour of GFP-aPKCi expressing cells in mouse mammary organoids in a 3D
matrix. GFP-aPKCi+ cells form highly dynamic cell protrusions towards the stroma. Actin is
visualised with Sir-Actin (in red) and collagen with labelled cy3 collagen (in blue). Time-
lapse images were captured every 90 minutes for 24 hours.

Video 2: Inducible MCF10A GFP-aPKCi expressing cells surrounded by MCF10A WT
cells seeded on a glass coverslip. The movie is the z-stack corresponding to Fig. 3a - GFP-
aPKCi showing the localization of P-MLC?2 (in red) and E-cadherin (in cyan) from the apical
to the basal pole. P-MLC?2 is enriched at the apical-lateral part at the interface between
GFP-aPKCi+ cell and WT cells and on the basal pole of GFP-aPKCi+ cells on structures
similar to focal adhesions. Z-stack images were captured at 0.3um intervals.

Video 3: Laser ablation of a junction between a MCF-10A WT cell and a GFP+ cell or
between a MCF-10A WT cell and a GFP-aPKCi+ cell. MCFI0A WT cell monolayers on
glass mixed with cells expressing GFP (left panel) or GFP-aPKCi+ (right panel) cells,
analyzed by confocal spinning-disk microscopy before, during and after photoablation. Cell
membranes were stained with the CellMask Deep Red dye (in grey) and photo-ablations were
performed along regions shown in magenta. Images were captured every 5 seconds before
ablation and every second after ablation. Ablation occurred at t=15 seconds. (time is in
hr:min:s). Scale bars: 10um.

Video 4: Inducible MCF10A GFP-aPKCi expressing cells surrounded by MCF10A WT
cells seeded on glass coverslip. The movie is a z-stack corresponding to Fig. 4a - GFP-
aPKCi showing the localization of vinculin (red) and E-cadherin (cyan) from the apical to the
basal pole. Vinculin is enriched at the apical-lateral part at the interface between GFP-
aPKCi+ cell and WT cells and on the basal pole of GFP-aPKCi+ cells on structures similar
to focal adhesions. Z-stack images were captured at 0.3 um intervals.

Video 5: Vinculin-mCherry dynamics at focal adhesion sites in inducible MCF10A GFP
expressing cell surrounded by MCF10 WT cells seeded on glass coverslip. Images were
captured every minute for 90 minutes.

Video 6: Vinculin-mCherry dynamics at focal adhesion sites in inducible MCF10A GFP-
aPKCi expressing cell surrounded by MCF10 WT cells seeded on a glass coverslip. Images
were captured every minute for 90 minutes.
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Material & Methods

Antibodies and reagents

Rabbit polyclonal pericentrin and chicken polyclonal GFP antibodies were purchased from
Abcam. Mouse monoclonal antibody against SMA was obtained from Dako; mouse
monoclonal vinculin and rat monoclonal ZO-1 antibodies from Millipore. Rat monoclonal
antibody against E-cadherin was purchased from Life technologies. Rabbit polyclonal
antibody against laminin 522 was kindly provided by Monique Aumailley. Rabbit polyclonal
antibody against RFP was from Rockland; Rabbit polyclonal antibody against Keratin 5 was
from Ozyme. Rat monoclonal antibody against cytokeratin 8 was from DHC Iowa. Anti-
mouse IgG Cy3 and Cy5 and anti-rabbit IgG cy3 and IgG Alexa 647 secondary antibodies
were from Jackson Immunoresearch. Rabbit polyclonal aPKCCi (pan-aPKC) and GAPDH
antibodies were purchased from Santa Cruz. Rabbit polyclonal antibodies against cleaved
caspase 3, RhoA, Myosin Light chain II (MLC) and Phospho-MLC-2 (serine 19) were from
Cell signalling. Rabbit polyclonal Myosin Heavy Chain Il -MHC-II) and mouse monoclonal
GFP antibodies were from BioLegend. Mouse monoclonal E-cadherin and alpha-catenin were
from BD Biosciences. Sir Actin was bought from Spirochrome. CellMask Deep red was from

Thermofisher (C10046).

DNA constructs and lentivirus production

For aPKCv( knockdown, a pair of siRNAs targeting PKC( and PKCt was used (aPKCC sense
sequence: 5’-CCAAAUUUACGCCAUGAAATT-3" and aPKCi-4 from Dharmacon D-
004656-06). For Vinculin knockdown, two independents siRNAs targeting vinculin were used
(sense sequence: VCL-9: 5’-GGUGUUUGUUCAUCUGUAATT-3" and VCL-10: 5’-
CAGCAUUUAUUAAGGUUGATT63’) from Qiagen. For RhoA knockdown, a pair of
siRNAs targeting RhoA was used (sense sequence: 5’-CGACAGCCCUGAUAGUUUAUU-
3’ and 5 -GACCAAAGAUGGAGUGAGAUU-3’) from Dharmacon. For E-cadherin
knockdown, a pool of two siRNAs was used (Sense sequence: CDH-1_12: 5’-
AGGUAUUGUCUACUCUGAATT-3’ and CDH_1_13/ 5’-
GGCCUGAAGUGACUCGUAATT-3’) from Qiagen. Non-Targetting siRNAs (siNT) were
purchased from Dharmacon. Cells were treated with specific siRNA (25nM final

concentrations) with Lullaby reagent (OZ Biosciences) and analysed 72 h after treatment.
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All the following plasmids used allow lentiviral production. The pLIM1 GFP vector was
obtained from Addgene. The pLIM1 GFP-aPKCiota WT vector was obtained by insertion on
GFP-aPKCi between Nhel and BamHI sites in pLIM1 GFP vector. pLIM1 mCherry vector
and pLIM1 mCherry aPKCiota vector were generated by removing the GFP in pLIM1 GFP
or pLIM1 GFP-aPKCiota and replaced by mCherry using restriction sites Agel-EcoRI. The
lentiviral pSICO-MTI1-MMP mCherry vector was a kind gift of Drs C. Albiges-Rizo and O.
Destaing (IAB, Grenoble, France). pPLVX Tet ON GFP vector was obtained by the insertion
of GFP between EcoRI and BamHI sites in pLVX Tet ON vector (Clontech). pLVX Tet ON
GFP-aPKCiota WT was obtained by the insertion of GFP-aPKCiota between BamHI and
Agel sites in pLVX Tet ON vector. All constructs were checked by sequencing. Viral

supernatants were generated by transient transfection into Lenti-X 293T cell line (Clontech).

Cell culture, transfection, stable cell lines

MCFI0A cells were maintained in DMEM-F12 (#11039-021, Gibco) containing 10%
Penicillin-Glutamine, 10ug/mL human insulin (#9278, Sigma Aldrich), 100 ng/mL cholera
toxin (Sigma-Aldrich), 0.5mg/mL hydrocortisone (Sigma Aldrich), 5% horse serum and EGF
20 ng/ml (PeproTeck) at in 5% CO2 incubator at 37°C. MCF10A stably expressing
fluorescent reporter constructs were generated by lentiviral transduction followed by FACS
sorting. The absence of mycoplasma contamination in cell cultures was routinely verified
using a PCR test. When needed, doxycycline (Sigma-Aldrich) was used at a concentration of

1 ug/mL.

2D immunostaining of MCF10A cells

To measure E-cadherin and Vinculin fluorescence intensity, MCF10A cells overexpressing
doxycycline inducible GFP or GFP-aPKCi were mixed with MCF10A-WT cells at a ratio of
1:20 on glass coverslips in MCF10A medium. Doxycycline was added in the medium 12
hours later or GFP or GFP-aPKCi cells were induced 24h before seeding. Cells were
respectively pre-permeabilized after 36 or 24 hours in PBS-4%-PFA-0.05%-Triton during
Imin30 and fixed in 4% PFA for 20minutes. Blocking was performed in PBS-10% FBS for 1
hour. Primary antibody staining (E-cadherin diluted in 1/100, alpha-catenin diluted in 1/100,
beta-catenin diluted in 1/100 and vinculin diluted in 1/50) was performed in PBS-10% FBS at
4°C overnight. Secondary antibody incubations were performed for 45 minutes in PBS.
Samples were mounted in Prolong-Dapi. To measure P-MLC2 fluorescence intensity, cells

were first fixed with PBS-4%-PFA for 10 minutes, followed by permeabilization with PBS-
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0.5% Triton for 10 minutes. Blocking was performed in PBS-10% FBS for 1 hour. Primary
antibody (P-MLC?2 diluted in 1/50) incubation was performed in PBS-10% FBS for 3 hours at
Room Temperature. Secondary antibody incubation was performed for 45 minutes in PBS.

Samples were mounted in Prolong-Dapi.

Segregation assays

MCF10A spheroids were grown in 96 wells coated with 50 pl of 1,5% low melting point
agarose (#16520-050, Invitrogen). A drop of 100 ul of a heterogeneous population of
MCFI10A cells (mCherry/GFP or mCherry/GFP-aPKCi at a ratio of 5:1) was deposited at a
concentration of 10 000 cell/ml. Spheroids were grown for 20h in MCF10A medium.

Micropipette experiments

MCFI10A spheroids were assembled as for segregation assays. Each spheroid is composed of
an equal mix of WT/GFP or WT/GFP-aPKCi cells. Spheroids are placed in suspension in a
non-adhesive glass bottom culture dish. The micro-aspiration setup is built on an inverted
Leica microscope equipped with an Eppendorf Transferman micro-manipulator holding
micropipettes connected to a Fluigent MFCS EZ microfluidic pump. Images were acquired
with a 40x/0.8NA dry objective. The surface tension at the cell-medium interface (ycn) of
spheroids is measured as previously described (18).. Surface tension is calculated using

Laplace’s law:
Fe

ch:2<i_i>
Rp R,

where R, is the resting radius of curvature of the spheroid at the location of the measurement,
P is the critical pressure at which the spheroid deformation reaches R,, the micropipette

radius. Shape analysis was performed using ImageJ and FIJT (33).

Mouse strains

FVB mice from Charles River laboratories were used in this study. The K14: Actin-GFP
transgenic line was gift from Elaine Fuchs (The Rockefeller University, NY). The K14-GFP-
actin transgene construct containing the human K14 promoter, rabbit b-globin intron, and
EGFP-actin cDNA was randomly inserted into FVB mice. As previously described, mice

express EGFP-ragged murine beta-actin under the control of the K14 promoter (34).
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Isolation, infection and 3D culture of primary mammary epithelial organoids

For organoid experiments, FVB virgin mice between 7 and 12 weeks were used. We used a
combination of mechanical disruption, collagenase A (#10103578001, Sigma-Aldrich)/trypsin
digestion, and differential centrifugation to purify fragments of primary mammary ducts
(organoids) as previously described (14). Organoids were then infected in suspension in non-
adherent plates using lentiviral particles concentrated 50 times their initial concentration using
Lenti-X concentrator from Takara and fused with magnetic beads (Viromag R/L Transduction
reagent, OZ Biosciences) for 12 hours. Lentiviral particles were previously incubated with
magnetic beads for 20 minutes. Organoids were embedded in a 3D matrix composed of a mix
of Matrigel (Corning) (4-5 mg/ml final concentration) — type I collagen (Corning) (1 mg/ml
final concentration) and plated on MatTek dishes. Gels were allowed to polymerize for 30
minutes at 37°C, before the addition of organoid medium: DMEM-F12 (#11039-021, Gibco)
containing 1% Insulin-Transferrin-Selenium (#13146, Sigma-Aldrich) and 10% Penicillin-
Streptomycin (P4333; Sigma). Medium was replaced every 48h, for the duration of culture.
When needed, GM6001 (Millipore) diluted in ethanol was used at a concentration of 40 uM
and Blebbistatin (Selleckchem) diluted in DMSO at a concentration of 10 uM.

3D immunostaining of organoids

Organoids were fixed in PBS-4% paraformaldehyde for 20 minutes followed by
permeabilization in PBS-0,5%Triton for 45 minutes. Organoids were incubated in blocking
solution (PBS-10%FBS-1%BSA) for 2 hours. Primary antibodies were incubated in PBS-
1%FBS-1%BSA at 4°C overnight. Secondary antibody incubation was performed in 10%
FBS-PBS for 2 hours. Samples were mounted in Prolong-Dapi (Invitrogen).

In vivo transplantation experiment

Isolated mammary epithelial organoids from adult mammary tissues were infected as
described above and straight transplanted, into the inguinal fat pads of 3-week-old FVB
females (Charles River) from the same genetic background cleared from endogenous
epithelium as previously described (35) (36) (syngenic transplantation). By co-laterally
injecting control and mutant mammary fragments into the fat-pad cushions of the same
recipient mouse, control and GFP-aPKCi organoids were developed in an identical hormonal

context. Thus the inter-individual variability linked to the hormonal cycle is minimized and
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per consequence the number of animals used is reduced. Primary outgrowths were collected

after 5-9 weeks and stained as described below.

Tissue immunofluorescence

The mammary gland number 4 (or lung) was collected after mice sacrifice. Tissues were cut
in small pieces and fixed in PBS-4% paraformaldehyde, then permeabilized in PBS-1% Triton
and blocked in PBS 0.2% Triton 3% FBS 1% BSA. Primary antibody incubation was
performed overnight at 4°C in PBS 0.2% Triton and secondary antibodies incubated for 2-4
hours at RT in PBS 0.2% Triton. The samples were kept in PBS until confocal imaging.

Microscopy and image analysis

Confocal images of MCF10A spheroids, mice mammary organoids and MCF10A monolayers
on coverslips were performed on a Leica SP8 NLO microscope equipped with hybrid
detectors HyD. Depending of the magnification, several objectives were used (x10x dry 0.95
NA, 40x oil 1.30 NA-or 63x oil 1.40 NA objectives). Images were processed using Imagel
software. To quantify E-cadherin, P-MLC2 and Vinculin fluorescence intensity at cell-cell
contacts, image stacks were acquired with the photon counting mode. Acquisition settings
were identical (laser power, objectives and magnification) for all images and conditions. Line
scan analysis was performed every time with Metamorph software (v 7.7.0.0) on a z-
projection of 5 plans (z-step 0.3 um) for each condition. Organoid live imaging was
performed at 37°C and 5% CO2 on spinning disk microscope (Gataca-System) based on a
CSU-WI1 Yokogawa head mounted on an inverted Ti-E Nikon microscope with a motorized
XY stage (MadCity Lab). Images were acquired through a 40x 1.15 NA with a Photometrics
95B-sCMOS camera. Actin was labelled with the dye SiR-Actin Cy5 from Spirochrome.
Imaging of MCF10A monolayers were performed at 37°C and 5% CO2 with the same
spinning disk setup and 60x 1.4 NA oil objective.

Laser ablation

MCFI10A-WT and GFP or GFP-aPKCi were mixed at a ratio 1:25 and plated on a glass
coverslip 16 hours before acquisition. GFP or GFP-aPKCi expression was previously induced
with doxycycline, 24 hours before seeding. The laser ablation system was composed of a
pulsed 355-nm-20kHz ultraviolet laser (Gataca System) interfaced with an ilas system
running in parallel with Metamorph 7 Software. This system was performed at 37°C and 5%

CO2 on a confocal spinning disk (Yokagawa CSU-X1 spinning head on a Nikon Eclipse Ti-E
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inverted microscope) equipped with an EMCCD camera (Evolve, Photometrics) and a 100x
oil immersion objective (Nikon S Fluor 100x 0.5-1.3 NA). The ablation region was drawn as
a line crossing perpendicularly the middle of the junction at the interface between WT and
GFP or GFP-aPKCi overexpressing MCF10A cells. Images were acquired every 5 seconds
interval during 15 seconds before ablation. For photoablation, the laser beam was focused on
the region of interest during a pulse of 80-90 ms at 85% laser. After photoablation,
acquisitions were performed at 1 second-interval for 20 seconds and then prolonged to 10
seconds interval for another 2 minutes to ensure the capture of the full displacement of the
two vertices. The displacement between the two vertices L(t) relative to their initial positions,
was then tracked and the speed of retraction (termed “initial recoil velocity”) was obtained
after fitting the displacement curve L(t)with a one-phase association exponential using

GraphPad Prism (GraphPad Software).

Intracellular optical micromanipulation

The set-up combining optical trapping and confocal imaging was performed as previously
described (22). In brief, doxycycline inducible MCF10A cells overexpressing GFP or GFP-
aPKCi were mixed with MCF10A-WT cells at a ratio of 1:20 on glass-bottomed culture
dishes (MatTek P50G-1.5-14-F) in MCF10A medium. GFP or GFP-aPKCi cells were induced
24h before seeding. Red fluorescent (exc. 580/em. 605nm) 2um diameter latex beads
(ThermoFicher F88265) were endocytosed overnight in cells plated on glass-bottom culture
dishes (MatTek P50G-1.5-14-F). The incubation time and bead concentration were adjusted
so that cells typically contained one or two beads before optical micromanipulation.
Immediately prior to the experiment, the culture medium was supplemented with 20 mM
Hepes.

The experiment consisted in trapping a bead located in the cytoplasm using optical
tweezers and then displacing the microscope stage in order to push the surrounding cytoplasm
against the bead. The applied friction force on the bead Fi.q,was deduced from the bead
displacement relative to the center of the trap Ax, after calibration of the trap stiffness
kirap = 234 pN.um™", using:

Firap = KirapBx
Stage displacement was performed using a nanopositioning piezo-stage (Nanobio 200, Mad
City Labs) controlled by the NanoRoute3D software (Mad City Labs). The displacement

consisted of one 0.5 um step followed by a 10 s pause to allow visco-elastic relaxation of the
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bead towards the trap center. The total duration of optical trapping was limited to 30 s for a
given cell to ensure cell viability (output power of the infra-red trapping laser at the objective

aperture was 150 mW).

Analysis of cytoplasm mechanics
The position of the center of the bead relative to the center of the trap was tracked using a
homemade Matlab code. From the relaxation curve, several microrheological parameters are

extracted.

Phenomenological model.
First, to characterize the rigidity of the microenvironment surrounding the bead, we used a
phenomenological analysis (22) (23) independent of any physical model. We measured two
parameters: the bead step amplitude X}, and the rigidity index RI.

The bead step amplitude X, corresponds to the displacement of the bead after the
0.5 um step imposed by the piezo-stage. Qualitatively, in a low rigidity microenvironment,
friction on the bead is low and thus does not displace much the bead from the trap center
during the step displacement. Then, the bead position relaxes quickly towards the trap center.
in contrast, in a high rigidity microenvironment, the bead experiences a strong friction; its
initial displacement is larger and closer to the step displacement (0.5 um) and the relaxation is
slower. Thus, values of X}, close to 0.5 um indicate that the bead microenvironment is highly
rigid. The lower X}, is, the lower the cytoplasm rigidity is.

The rigidity index was defined as:
[ foixb(t)dt _ fOTxb(t)dt

Jy xs(®O)dt XsT

where x;,(t) and x(t) are respectively the displacement of the bead relative to the trap center
and the displacement of the piezo-stage (for t > 0, x,(t) = X,), X is the amplitude of the
piezo-stage step (Xg = 0.5 um), and T = 10 s is the duration of the step. The rigidity index is
a phenomenological parameter allowing us to compare the rigidity of the microenvironment
surrounding the bead in various conditions and independently of any physical model. The
value of RI falls between O (the microenvironment does not exert any friction on the bead)

and 1 (the microenvironment is not deformable) (Fig. S6b).

Standard Linear Liquid (SLL) model

123



The movement of the bead (radius R = 1um) in the cytoplasm is governed by the coupling
between the mechanical properties of the cell interior and the optical trap. The bead is
subjected to the visco-elastic forces due to the deformation of the microenvironment around it
and to the force exerted by the optical tweezers, that act as a spring of stiffness Kk¢y.qp
calibrated using Stokes law in water (ktmp ~ 234 pN. um‘l). The microenvironment of the
bead can be modelled by a three-element visco-elastic model composed of a Kelvin-Voigt
body, which consists of a spring of spring constant k and a dashpot of viscosity 7 in parallel,
and a dashpot of viscosity 7, in series (Fig. S8). The position of the center of the trap is x =
0. The initial positions of the center of the trap, the stage, the bead and the node between the
Kelvin-Voigt body and the dashpot in series are respectively X; = 0.5 um, X;, and X; (where
Xp < X and X; = X;). X; — X}, is the free length of the spring of stiffness k.

The initial position leads to a force Fi 4, exerted by the optical trap given by
(projected on the x axis):

Firap = —KerapXp

where xp,(t) is the position of the bead as a function of time. This force brings the bead back
to the center of the trap and thus deforms the visco-elastic components modeling the cell
cytoplasm. These components then provide other forces which are opposed to the movement
of the bead. The forces due to the Kelvin-Voigt body can be decomposed into a sum of a

viscous drag F, and an elastic contribution F, given by (projected on the x axis):
= 6mik (52100 — ) — (6~ %)]) = 6mpe (22— S
dt dt dt
Fo =k [(xy — xp) — (X1 — Xp)],
where x;(t) is the position of the node between the Kelvin-Voigt body and the dashpot in

series. In Newton’s law, inertia can be neglected thus leading to:

dxq dxp

—KtrapXp + 6mTNR ( & ar

) + k(e — x) = k(X; — Xp) = 0 (Eq. 1).

Stress continuity between the Kelvin-Voigt body and the dashpot in series imposes:

dxq dxg dxp dxq

6mnoR (22— Z) = 6mnR (22— =) + k(x, — 1) — k(X — Xy) (Eq. 2),
where X, is the position of the stage relative to the trap center. Since the microscope stage is
only submitted to a step displacement, x¢(t) is a constant given by the amplitude of the step:
xs(t) = Xy = 0.5 um. Introducing this value in Eq. 2 and combining it with Eq. 1 yields the

following equation:

dx1

67TT’0R ?

= _ktrapxb (Eq. 3).
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Combining Eq. 1 and Eq. 3 leads to the equation verified by x;,(t):

dsz dxb
=t (@+B+y)—_—~+aBx,=0(Eq.4),
. k k . . . . -y o
with a = —2 B = “_ and ¥y = —=2_ Solving this equation with the initial conditions
6TTRM 6TTRN 6TTRN

gives:
x,(t) = Xpe T + Xje t/T
-1
where the two relaxation times 7 and 7’ satisfy (771) (T/ ) =afand T 1+ =a+

B + vy and with X, = X, + X. Relaxation curves giving the bead displacement relative to the
trap center X, (t) can then be fitted for 0 <t < 10 s to yield the different parameters and
finally deduce the rheological parameters k, n and n, (Fig. S6c).

Note that the dashpot in series of viscosity 71, dominates the response at long
timescales for which the experimental data is more variable. Consequently, the values of the
parameter 7, are less relevant than those of the viscosity of the Kelvin-Voigt body 7 and are
not shown in the results. Nevertheless, the dashpot in series allows a better fitting of the
relaxation curves and a more accurate determination of the rheological parameters of the

Kelvin-Voigt body.

Power Law model

Power law rheology has emerged as a common feature of cell mechanical responses. We have
previously used a theoretical framework based on power law rheology to model the relaxation
of the bead (23). Briefly, the relationship between the stress o(t) and the strain £(t) exerted
on the bead microenvironment defines the relaxation function G(t) and the creep function

J(t) characterizing its visco-elastic behaviour:

¢ de
o(t) = f G(t—t'")— dt
0 dt’

t
(t) = f J(t — t’)di—i dt'
0

Assuming that the creep function J(t) behaves as a power law (J(t) = At%), we deduce the

local intracellular complex shear modulus G = G’ +i G". The real part of G, the storage

modulus G~ , represents the elasticity of the bead microenvironment while the imaginary part

of G, the loss modulus G", is related to its viscous-like behaviour (Fig. S6d).
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Statistical analysis

Data were tested for normal distribution using the D’Agostino-Pearson normality test and
nonparametric tests were applied otherwise. All error bars represent the Standard Error of the
Mean (SEM). For mice mammary organoid ex vivo experiments, chi-squared were performed
on all cells quantified for each condition. For transplantation experiments Fisher tests were
performed. For segregation assays on spheroids, ANOVA with multiple comparisons were
applied. All box plots represent the median, the quartiles, the minimum and the maximum of
values. For maximum fluorescence intensity, all cells quantified were taken into account and
Mann-Whitney tests were performed. For photo-ablation experiments, Mann-Whitney tests
were performed. For optical tweezer experiments, T tests were performed. Statistical
significance was defined as *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001. All calculations and plots

were performed using Microsoft Excel or GraphPad Prism software.
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Résultats complémentaires

Cette étude complémentaire a pour but de comprendre le role des cellules
adjacentes (GFP-aPKCi+ ou WT) sur les phénotypes des cellules surexprimant
I’oncogene aPKCi. Les expériences réalisées ici sont similaires a celles présentées
précédemment, a I’exception que les fonctions de la surexpression d’aPKCi ont été étudiées
dans des cellules MCF-10A — en sphéroides ou en monocouches — surexprimant toutes GFP-
aPKCi (aPKCi+) ou le controle GFP (GFP+), contrairement a 1I’étude précédente ou les

cellules GFP+ ou GFP-aPKCi+ étaient mélangées avec des cellules WT.

Grace a la technique d’aspiration par micropipette, le tension de surface de sphéroides
composés exclusivement de cellules MCF-10A surexprimant GFP-aPKCi, ou GFP (contréle),
a été mesurée et comparée a la tension de surface des sphéroides contenant un mélange de
cellules WT et GFP+ ou aPKCi+ (ratio 1 :1). La tension de surface des sphéroides aPKCi+ est

significativement inférieure a celle des sphéroides controle GFP+ et identique a celle des

sphéroides composés d’un mélange de cellules WT et aPKCi+ (Figure Annexe 1A).

Nous avons montré une diminution de la vinculine aux jonctions intercellulaires
hétérogenes aPKCi+/WT (Article 1- Figure 4A/D/E) mais également au niveau des jonctions
homogenes entre deux cellules aPKCi+ (Article 1 - Figure S7C), sans altérer la localisation de
I’E-cadhérine (Article 1 - Figure 4A/B/C et Figure S7C). Afin de confirmer ces observations,
I’intensité de fluorescence de 1’E-cadhérine (Figure Annexe 1B) et de la vinculine (Figure
Annexe 1C), au niveau des jonctions aPKCi+/aPKCi+, ou GFP+/GFP+ comme condition
controle, a été quantifié. L’intensité de fluorescence de I’E-cadhérine aux jonctions
aPKCi+/aPKCi+ est identique a celle des jonctions contréles GFP+/GFP+. (Figure Annexe
1B). En revanche, l’intensité de fluorescence la vinculine est fortement diminuée aux
jonctions aPKCi+/aPKCi+ (Figure Annexe 1C). Ces résultats suggerent que la surexpression
d’aPKCi+ affecte la localisation de la vinculine aux jonctions adhérentes, indépendamment de
la nature des cellules voisines (ici aPKCi+ ou WT). Les mesures d’intensité de fluorescence
des jonctions homogenes ne sont pas comparées a celles des jonctions hétérogenes car les

expériences ont été réalisées indépendamment.

Nous proposons que la diminution de la tension de surface des sphéroides aPKCi+/WT
(Article 1 - Figure 2G/H) serait la conséquence d’une faible cohésion entre les cellules
aPKCi+ et les cellules WT due a la diminution de la vinculine aux jonctions adhérentes des

cellules aPKCi+. Ainsi, ces résultats suggerent que les cellules aPKCi+ sont moins cohésives
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entre elles que les cellules GFP+ controle. Néanmoins, afin de confirmer cette hypothése, il
faudrait mesurer la tension de surface de sphéroides composés de cellules déplétées pour la
vinculine et analyser si la tension de surface de ces sphéroides est également inférieure a celle
des controles. D’autre part, I’absence d’une différence significative entre la surface de
tension des sphéroides aPKCi+/WT et des sphéroides aPKCi+ (Figure Annexe 1A) suggere
que les interactions entre deux cellules aPKCi+ sont équivalentes a celles établies par une

cellule aPKCi+ et une cellule WT.

Afin de mesurer la tension appliquée aux jonctions intercellulaires, des expériences de
photoablation ont été réalisées au niveau des jonctions homogenes, entre deux cellules GFP+
ou aPKCi+ (Figure Annexe 1D), en parallele des photoablations réalisées au niveau des
jonctions hétérogénes aPKCi+/WT (Article 1 - Figure 2H et Figure S5C/D). Contrairement
aux jonctions hétérogeénes aPKCi+/WT, la tension contractile des jonctions aPKCi+/aPKCi+
n’est pas augmentée, tout comme 1’intensité de fluorescence de P-MLC2, reflétant 1’activité
de la myosine II au niveau de ces jonctions (Figure Annexe 1E). Ainsi I’augmentation de la
tension jonctionnelle, dépendante de 1’activité de la myosine II, est spécifique des jonctions
hétérogenes aPKCi+/WT. Ces résultats démontrent que la tension contractile jonctionnelle
augmente dans les cellules aPKCi+ de maniére non-autonome et nécessite la présence de

cellules voisines normales.

Ces résultats complémentaires permettent de confirmer que la surexpression d’aPKCi
affecte la localisation de la vinculine aux jonctions cellulaires quel que soit 1'environnement
cellulaire avoisinant. En revanche, la surexpression d’aPKCi+ entraine, de maniére non-
autonome, une augmentation de la tension jonctionnelle, aux interfaces aPKCi+/WT. Il reste a
déterminer les facteurs responsable de cette augmentation de la tension aux interfaces

aPKCi+/WT.
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Figure Annexe 1 : Analyse des interfaces entre cellules normales et cellules aPKCi+ versus
des interfaces entre cellules uniquement aPKCi+. (A) Mesures de la tension de surface
moyenne de chaque sphéroide (points). Moyenne (barre horizontale) +/- SEM (barres
verticales) de sphéroides composés d’'un mélange de cellules WT et GFP+ (GFP/WT) ou
GFP-aPKCi+ (GFP-aPKCi/WT) au ratio 1 :1, ou de sphéroides composés exclusivement de
cellules GFP+ (GFP 100%) ou GFP-aPKCi+ (GFP-aPKCi 100%). Un test de Kruskal-
Wallis a été réalisé, ****p<0,0001. Trois expériences indépendantes ont été réalisées et n
représente le nombre de sphéroides quantifiés. (B-C) Quantification de [’intensité de
fluorescence de I’E-cadhérine (B) ou de la vinculine (C) aux jonctions intercellulaires
GFP+/GFP+ ou GFP-aPKCi+/GFP-aPKCi+ (= jonctions symétriques). Un test Mann
Whitney a été réalisé ; ns, pour non significatif ; **p <0,01, UA, pour unité arbitraire et AJs
pour adherens junctions. Trois expériences indépendantes ont été réalisées et n correspond
au nombre de jonctions cellulaires quantifiées. (D) Quantification de la vitesse de recul
initiale (recoil velocity) des jonctions tricellulaires apres photoablation des jonctions
intercellulaires des cellules MCF-10A (moyenne +/- SEM). Les photoablations ont été
réalisées soit entre une cellule WT et une cellule GFP+ ou GFP-aPKCi+ (jonctions
asymétriques) soit entre deux cellules GFP+ ou GFP-a-PKCi+ (jonctions symétriques). Un
test de Kruskal-Wallis a été réalisé ; ns, pour non significatif ; **p<0,01 et n est le nombre de
Jjonctions cellulaires quantifiées. Trois expériences indépendantes ont été réalisées. (E)
Quantification de ['intensité de fluorescence de P-MLC2 aux jonctions intercellulaires
GFP+/GFP+ ou GFP-aPKCi+/GFP-aPKCi+ (jonctions symétriques). Un test Mann Whitney
a été réalisé ; ns, pour non significatif; UA pour unité arbitraire et AJs pour adherens
Jjunctions. Deux expériences indépendantes ont été réalisées et n correspond au nombre de
Jjonctions cellulaires quantifiées.
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Discussion

Pour résumé, mon travail de thése a mis en évidence

=> le role de la surexpression d’aPKCi dans I’extrusion basale au niveau de la glande

mammaire in vivo.

=> Les cellules surexprimant aPKCi (aPKCi+), entourées de cellules épithéliales saines, se
ségrégent de ces dernieres, et forment des protrusions basales traversant la monocouche de

cellules myoépithéliales et, une fois en contact avec la membrane basale, la dégradent.

=> L’exclusion des cellules aPKCi+ de I’épithélium est permise grice a un couplage aux
jonctions intercellulaires aPKCi+/WT, associant une diminution de la vinculine, affectant
probablement la stabilité de ces jonctions, et une augmentation de la contractilité, dépendante

de I’activité de la myosine II.

Nous proposons que la diminution de la vinculine au niveau des jonctions
intercellulaires soit responsable de la ségrégation des cellules aPKCi+, tandis que
I’augmentation de la tension jonctionnelle, spécifiquement a 1’interface aPKC/WT, entraine
I’expulsion active des cellules aPKCi+ de la couche de cellules épithéliales saines. Ainsi, la
coordination de ces deux mécanismes serait responsable de 1’extrusion basale des cellules
oncogéniques aPKCi+. De plus, les cellules aPKCi+, une fois la membrane basale dégradée,
ont des propriétés pro-migratrices, telles que la relocalisation du centrosome au front de
migration et I’augmentation de la vinculine aux points focaux d’adhésion ainsi que sa

dynamique, favorisant I'adhésion a la MEC.
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A. Ségregation des cellules aPKCi+ de I’épithélium

WT = GFP-aPKCij+
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Figure 26: Modele représentatif des mécanismes mis en jeu lors de I’extrusion basale des
cellules épithéliales mammaires surexprimant aPKCi+. (A) Les cellules aPKCi+ sont
excluent de [’épithélium grdce a un couplage entre une diminution de la vinculine aux
jonctions adhérentes et une augmentation de [’activité de la myosine 2, spécifiquement a
Uinterface aPKCi+/WT. (B) A la suite de la dégradation de la membrane basale, dépendante
des métalloprotéases, les cellules aPKCi+ forment des protrusions enrichies en P-MLC2 et
développent des caractéristiques pro-migratoires telles que la relocalisation du centrosome
au front de migration et des FAs plus dynamiques et un enrichies en vinculine. (C) Dans un
environnement physiologique, les cellules aPKCi+ subissent une extrusion basale complete
grdace a la présence de facteurs de survie et potentiellement une interaction avec les
fibroblastes présents dans le stroma.
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1. La surexpression d’aPKCi promeut I’extrusion basale in vivo au

niveau de la glande mammaire

L’extrusion cellulaire est un mécanisme développé par les cellules afin de préserver
I’intégrité de la barriere épithéliale via ’exclusion apicale des cellules apoptotiques ou
mutées. Certains oncogenes modifient le sens de I’extrusion du co6té apical au coté basal. Les
cellules oncogéniques K-RasV12 extrudent préférentiellement au pdle basal de 1’épithélium in
vitro, suite a la dégradation de S1P et son récepteur S1P2, nécessaires a 1’extrusion apicale
(Slattum et al., 2014). Néanmoins, les mécanismes controlant 1’extrusion basale des cellules
transformées sont peu connus. Par ailleurs, trés peu d’études ont mis en évidence 1’existence
de D’extrusion basale in vivo. Au niveau de 1’épiderme de poisson-zebre, les cellules
oncogéniques K-RAS/P53 entrainent la formation de masses tumorales et également
I’invasion tumorale via I’extrusion basale des cellules oncogéniques. Une fois échappées de
I’épithélium, les cellules K-RAS/P53 migrent, se divisent et pénétrent dans la circulation
sanguine. La mutation K-Ras entraine I’extrusion des cellules tandis que la mutation de P53
favorise la survie des cellules en dehors de I’épithélium (Fadul et al., 2018). Notre étude
montre pour la premicre fois des phénomenes d’extrusion basale in vivo chez les mammiferes

au niveau de la glande mammaire, dus a la surexpression de I’oncogene aPKCi.

Dans le futur, il sera crucial de déterminer si la surexpression d’aPKCi est suffisante
pour la survie, la prolifération et la migration des cellules dans le stroma avoisinant et/ou pour
permettre aux cellules de pénétrer dans la circulation sanguine, coloniser des tissus
secondaires et former des métastases. Il est en effet envisageable que les cellules aPKCi+
acquierent de nouvelles mutations a la suite de leur extrusion dans le stroma. Notamment, tout
comme lors de I’extrusion basale des cellules oncogéniques K-RAS/P53 observées dans
I’épiderme du poisson zebre, une déformation du noyau des cellules aPKCi+ est observée au
moment de I’extrusion basale (Manuscrit - Figure 1B - panel du bas) (Fadul et al., 2018). Les
cellules aPKCi+, lors de leur extrusion des cellules normales, leur passage au travers de la
membrane basale et/ou au contact du stroma, peuvent é&tre compressées, entrainant
probablement cette déformation nucléaire. Lors de la migration in vitro de cellules
cancéreuses dans une matrice a pores de petites tailles, la compression du noyau entraine la
rupture de I’enveloppe nucléaire et des dommages au niveau de I’ADN (Irianto et al., 2017).

L’absence de réparation de ces dommages entraine la mort de la cellule. Les cellules

137



restaurent 1’intégrité de leur enveloppe nucléaire grace au complexe ESCRT III
(pour Endosomal sorting complexes required for transport), limitant les dommages causés a
I’ ADN et favorisant la survie des cellules (Denais et al., 2016; Raab et al., 2016). Néanmoins,
des défauts de réparation ou un délai trop important de réparation des dommages de I’ADN,
en parti di a la délocalisation cytoplasmique des facteurs de réparation suite a la rupture
nucléaire, favorisent 1’apparition de nouvelles mutations au niveau des cellules cancéreuses,
facilitant notamment la progression tumorale (Irianto et al., 2017). Dans notre étude, il serait
intéressant d’étudier si la compression des noyaux lors de I’extrusion basale des cellules
aPKCi+ entraine des dommages de ’ADN et si la machinerie de réparation est altérée,

pouvant ainsi favoriser 1’apparition de nouvelles mutations.

L’extrusion oncogénique basale apparait ici comme un nouveau mécanisme permettant
la dissémination précoce des cellules cancéreuses, et potentiellement la formation de
métastases a un stade tres précoce. Nous pouvons émettre 1’hypothese que quelques cellules
oncogéniques, a la suite de leur expulsion de I’épithélium, développent diverses mutations
spécifiques de leur nouvel environnement leur permettant de survivre et potentiellement
coloniser des organes distants. Ainsi, les cellules tumorales des sites secondaires présenteront
un fond génétique tres différent de celui des cellules tumorales du site primaire (dans le cas ou
il existe une tumeur primaire). Des études cliniques révelent que certaines cellules
métastatiques présentent en effet des caractéristiques tres distinctes de celles des cellules de la
tumeur primaire (Klein et al., 2002; Stoecklein and Klein, 2010). Dans ce contexte, il serait
intéressant d’étudier si certaines cellules aPKCi+ ont colonisé les sites préférentiels de
colonisation des cellules tumorales du sein, tel que le poumon, afin d’identifier et si oui, quels
sont leur profil génétique, en comparaison a celui des cellules aPKCi+ restées dans la glande

mammaire.

2. Le role du microenvironnement dans les processus d’extrusion

basale
In vivo, 65% des cellules aPKCi+ subissent une extrusion basale complete (Manuscrit
- Figure 1C) tandis que dans notre modele de culture d’organoides ex vivo, les cellules

aPKCi+ sont rarement complétement exclues de 1’épithélium et seulement 40% des cellules

aPKCi+ forment des protrusions basales (Manuscrit - Figure 2B). Ces différences suggerent
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I’importance du microenvironnement dans I’extrusion basale, la migration et la survie des

cellules une fois exclues de 1’épithélium.

Il est connu qu’une étroite collaboration est mise en place entre les cellules
cancéreuses et les cellules stromales, favorisant la progression tumorale. Dans de nombreux
carcinomes, les cellules stromales avoisinant la tumeur, telles que les fibroblastes ou les
macrophages, sont activées par les cellules cancéreuses et favorisent la croissance tumorale,
I’invasion et la survie de ces derniéres (De Palma et al., 2017; Hallam et al., 2009; Kuzet and
Gaggioli, 2016). Les fibroblastes et les macrophages ont la capacité de remodeler la MEC et
de sécréter des facteurs de croissance solubles et des chimiokines afin de favoriser la survie
des cellules oncogéniques et de faciliter la migration des cellules invasives grace a un gradient
chimiotactique (Allinen et al., 2004; Orimo et al., 2005; Shiao et al., 2016; Wyckoff et al.,
2007). La sécrétion de ces facteurs solubles (Hao et al., 2012; Salmi, 2017) pourrait étre ainsi
importante a la survie des cellules aPKCi+ et permettre une plus grande survie des cellules
aPKCi+ dans le modele de transplantation mammaire in vivo que dans le modele d’organoides

ou ils sont faiblement présents.

De plus, les fibroblastes interagissent physiquement avec les cellules cancéreuses au
travers de leurs N- et E-cadhérines respectives in vivo. Cette interaction physique promeut
I’invasion des cellules cancéreuses grace a la génération de forces de traction sur les cellules
cancéreuses in vitro (Labernadie et al., 2017). Dans notre étude, une interaction physique
entre une cellule aPKCi+ et une cellule stromale, au moment de I’extrusion basale de la
cellule aPKCi+, est observée ex vivo (Manuscrit - Film 1). Au vue de la morphologie de cette
cellule, nous pouvons supposer qu’il s’agit d’un fibroblaste, non éliminé lors de la purification
des organoides. Dans notre mod¢le, les fibroblastes pourraient favoriser 1’extrusion basale des
cellules aPKCi+ via une interaction physique directe avec ces dernicres. Nous observons
majoritairement I’extrusion basale dépendante d’aPKCi in vivo, ou le microenvironnement est
physiologique et contient de nombreux fibroblastes, peu présents dans notre modele

d’organoides.
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3. Mécanismes de 1'extrusion basale

3.1 Analogie entre la morphogénése mammaire et l'extrusion basale : des

mécanismes en communs ?

Lors de la morphogénése, au niveau du bourgeon terminal (TEB pour Terminal End
Bud) lors de 1’élongation des canaux mammaires, les cellules luminales internes forment des
protrusions riches en actine et migrent au sein de I’épithélium stratifié avant de s’intercaler au
niveau de la surface basale du tissu épithélial (Ewald et al., 2012; Neumann et al., 2018). La
morphologie en « goutte d’eau » de ces cellules migratrices et leurs protrusions d’actine
observées dans ce modele de morphogenese sont trés similaires a celles des cellules
protrusives aPKCi+. De plus, au niveau de ces TEB, la polarité apico-basale des cellules
épithéliales est altérée et les cellules alternent entre une polarité apico-basale et une polarité
migratoire (Burute et al., 2017; Ewald et al., 2012). Ainsi, les mécanismes mis en jeu lors de
I’élongation des canaux et ceux de l'extrusion et de I'invasion dus a la surexpression d’aPKCi
présentent des similitudes et il serait intéressant de s’interroger si aPKCi, griace a ces
propriétés pro-migratrices, pourrait jouer un réle dans la formation des TEB lors de la

morphogenese de la glande mammaire.

Lors de I’élongation du canal mammaire, la migration et 1’intercalation des cellules
sont permises grace a la coordination entre 1’activation d’une voie de signalisation dépendante
des RTKSs et la mise en place d’un gradient de tension le long de 1’axe antéro-postérieur des
cellules migratrices. La formation des protrusions est dépendante de la signalisation suivante :
FGF>RTK->Ras>Pi3K->Tiam1->Racl->Arp2/3->Polymérisation de 1’actine. Une balance
entre la tension appliquée au niveau postérieur et la tension établie au niveau de la protrusion
permet le mouvement des cellules au sein du tissu (Neumann et al., 2018). Ainsi, comprendre
si les RTKs peuvent intervenir dans l’extrusion basale des cellules aPKCi+ dans un
environnement contenant de nombreux facteurs de croissances serait intéressant. Par ailleurs,
dans notre modele d’organoides, les cellules protrusives aPKCi+, entourées de cellules WT,
présentent une augmentation de I’activité de la myosine II au niveau de la protrusion et au
niveau du pdle apical, correspondant a I’arriere de la cellule dans le cas de la mise en place
d’une nouvelle polarité de migration (Manuscrit - Figure 3D). Un gradient de tension le long
des cellules aPKCi+ pourrait étre mis en place par les cellules aPKCi+ entrainant leur

exclusion de I’épithélium. Néanmoins, il est nécessaire de prendre en compte le role des
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cellules voisines WT dans la mise en place de ce gradient de tension. En effet, nous avons
montré in vitro que 1’augmentation de 1’activité de la myosine II a la protrusion et au niveau
apico-latéral des cellules aPKCi+ n’est observée que lorsque les cellules aPKCi sont
entourées de cellules voisines normales (Manuscrit - Figure 3 A/B/C, Figure S5B et Figure

Annexe 1E).

3.2 Le couplage aux jonctions intercellulaires aPKCi+/W'T, associant une

diminution de la vinculine et une augmentation de la contractilit€ promeut

I’extrusion basale des cellules aPKCi+

L’extrusion oncogénique apico-basale est un événement spécifique des interfaces
cellules oncogéniques/cellules WT, démasquant le role des cellules voisines dans les
processus d’extrusion. La cellule oncogénique elle-méme subit également des changements
spécifiques conduisant a son exclusion de I’épithélium (Anton et al., 2014; Kon et al., 2017;
Saitoh et al., 2017). Dans cette étude, nous montrons que la coordination entre une
augmentation de la tension jonctionnelle spécifique de I'interface cellulaire aPKCi+/WT
(Manuscrit - Figure 3, vidéo 3 et Figure Annexe 1D/E) et la diminution de la vinculine aux
jonctions adhérentes, au profit des adhésions focales, spécifique des cellules aPKCi+
(Manuscrit - Figure 4A/D/E et vidéo 4), promeut I’extrusion basale des cellules aPKCi+.
L’association entre I’augmentation de la tension jonctionnelle et la diminution de la vinculine
a I’interface aPKCi+/WT est surprenante. En effet, la vinculine est un mécano-transducteur au
niveau des FAs et des jonctions adhérentes. Plus particuliérement au niveau de ces dernicres,
elle est recrutée en présence d’une forte tension et stabilise ainsi le cytosquelette d’actine aux
jonctions adhérentes (Charras and Yap, 2018; le Duc et al., 2010; Ladoux et al., 2015b). Ce
recrutement n’est pas nécessaire pour la formation des jonctions mais est requis pour leur
stabilité (Seddiki et al., 2018). La surexpression d’aPKCi inhibe le recrutement de la vinculine
aux jonctions adhérentes indépendamment de la tension exercée, et cela malgré une forte
tension entre les cellules aPKCi+ et les cellules WT, révélée par I’augmentation 1’activité de
la MNMII et de la vitesse initiale de recul aux jonctions aPKCi+/WT (Manuscrit — Figure 3 et
vidéo 2/3). Comment l'activité de la MNMII est augmentée dans les cellules aPKCi+,
spécifiquement a l'interface des cellules aPKCi+/WT, reste a déterminer. De plus, il reste a

comprendre si cette augmentation de l'activité de la MNMII et la diminution de la vinculine a
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l'interface WT/aPKCi+ sont deux processus dépendants ou indépendants dans l'extrusion

basale des cellules aPKCi+.

3.3 Modification des propriétés mécaniques lors de I’extrusion cellulaire

La rigidité du cytoplasme des cellules aPKCi+, entourées de cellules normales, est
augmentée par rapport aux cellules controle (Manuscrit - Figure S6B), suggérant que la
modification des propriétés physiques d'une cellule oncogénique favorise 1’extrusion de cette
cellule. Ainsi, une cellule ayant une rigidité cytoplasmique différente des cellules adjacentes
serait exclue de I’épithélium. Il existe peu de données concernant des variations des propriétés
physiques des cellules dans I'extrusion. A I’inverse de nos observations, J. Rosenblatt avait
émis 1’hypothése qu’une cellule oncogénique «plus molle » pourrait étre exclue de

I’épithélium (Slattum and Rosenblatt, 2014).

En revanche, des études ont étudié les différences mécaniques entre les cellules
cancéreuses et les cellules normales. Les tumeurs sont plus rigides que les tissus environnants,
notamment les tumeurs mammaires, mais il n’est pas clair si cette rigidité provient des
cellules cancéreuses elles-mémes ou du stroma environnant (Levental et al., 2009). A
l'inverse, les cellules cancéreuses isolées sont tres souvent considérées comme plus molles, et
leur capacité de déformabilité est corrélée au potentiel invasif (Alibert et al., 2017). De facon
surprenante, les cellules aPKCi+, entourées de cellules WT, ont un cytoplasme plus rigide que
les cellules contrdle, cependant la rigidité de leur cortex et de leur noyau n’a pas été mesurée.
De plus, la rigidité cytoplasmique des cellules aPKCi+ a été mesuré lorsqu'elles sont
entourées de cellules normales. Il est possible que la rigidité cytoplasmique des cellules
aPKCi+ ne varie seulement en présence de cellules normales, ce qui serait un processus
spécifique de l'extrusion cellulaire. Ainsi, il serait intéressant de mesurer cette rigidité
cytoplasmique dans une population homogene de cellules aPKCi+, afin d’identifier le role des

cellules adjacentes dans les variations de la rigidité cytoplasmique.
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4. La vinculine, une protéine a multi-facettes

4.1 La vinculine, un nouveau substrat d’aPKCi ?

La surexpression d’aPKCi affecte la localisation de la vinculine au niveau des
jonctions adhérentes des cellules aPKCi+/aPKCi+ ou aPKCi+/WT (Manuscrit - Figure
4A/D/E, Figure S7TB/C et Figure Annexe 1C) mais les mécanismes mis en jeu ne sont pas

connus.

En réponse aux forces appliquées au niveau des jonctions adhérentes, la vinculine est
phosphorylée sur sa tyrosine 822 (Y822) in vitro. L’inhibition de cette phosphorylation
affecte la localisation de la vinculine aux jonctions adhérentes en inhibant son interaction avec
la B-caténine (Bays et al., 2014). En revanche 1’état de phosphorylation de la vinculine sur sa
Y822 n’a aucun effet sur sa localisation aux FAs, suggérant que des phosphorylations (ou
autres modifications post-transcriptionnelles) de la vinculine régulent de maniere
différentielle les fonctions de la vinculine aux FAs et aux jonctions intercellulaires (Bays and
DeMali, 2017; Bays et al., 2014). A I’heure actuelle, la Y822 est la seule phosphorylation
connue pour réguler spécifiquement les fonctions de la vinculine aux jonctions adhérentes.
Des phosphorylations sur les tyrosines 100 et 1065 ainsi que sur les sérines 1033 et 1045,
particulierement décrites aux FAs, régulent I’activation et le recrutement de la vinculine
(Golji et al., 2012) et en conséquence la dynamique des FAs et la transmission des forces

entre la MEC et les cellules (Auernheimer et al., 2015; Kiipper et al., 2010, 2010).

De plus, I’isoforme PKCa, PKC classique, interagit et phosphoryle la vinculine sur les
résidus S1033 et S1045, régulant sa localisation aux FAs (Werth et al., 1983; Ziegler et al.,
2002). De maniere intéressante, PKC régule également 1’assemblage des jonctions adhérentes
induit par le Ca2+ in vitro, via la phosphorylation de la vinculine sur des résidus
sérine/thréonine (Perez-Moreno et al., 1998). La vinculine pourrait également étre un substrat
potentiel d’aPKCi et ainsi aPKCi régulerait la localisation de la vinculine aux jonctions

adhérentes, comme c’est le cas pour d’autres isoformes PKC.

4.2 La vinculine, un régulateur de la stabilité des jonctions

La diminution de I’adhésion entre les cellules aPKCi+ et WT entraine la ségrégation

des cellules aPKCi+ a la périphérie d’agrégats cellulaires composés de cellules aPKCi+ et de
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cellules WT (Manuscrit - Figure 2E/F). Dans un environnement ne permettant 1'adhésion des
cellules a la matrice, la présence de la vinculine aux jonctions adhérentes est responsable de la
ségrégation cellulaire (Manuscrit - Figure 4F/G/H/I), mettant en évidence la vinculine comme

un nouvel acteur de la ségrégation cellulaire.

Le r6le de la vinculine au niveau des jonctions WT/aPKCi+ (et également
aPKCi+/aPKCi+) restent a étre préciser. Dans les cellules MCF-10A, si I’E-cadhérine est
toujours recrutée au niveau des jonctions adhérentes des cellules aPKCi+, des punctas d’E-
cadhérine, ressemblant a des endosomes, sont observés dans les cellules aPKCi+ (Manuscrit -
Figure 4A). Ainsi la surexpression d’aPKCi, en affectant la localisation de la vinculine aux
jonctions adhérentes, pourrait modifier le recyclage de I’E-cadhérine aux jonctions, bien que
le role de la vinculine dans le recyclage et I’endocytose de I’E-cadhérine ne soit pas démontré.
Réciproquement, une modification dans le recyclage de 1’E-cadhérine, dépendante de la
surexpression d’aPKCi+, pourrait étre responsable de la diminution de la vinculine aux
jonctions adhérentes. En effet, chez la drosophile, aPKC et ses partenaires Par6 et cdc42
régule I’endocytose de I’E-cadhérine et la stabilité des jonctions adhérentes via des
interactions avec la dynamine et WASP, un activateur d’Arp2/3 (Georgiou et al., 2008;
Leibfried et al., 2008). De plus, la déplétion de Par3, partenaire d’aPKCi, dans des cellules
MCF-10A transformées via la surexpression d’ErB2, modifie la stabilité et la dynamique de
I’E-cadhérine et de 1’actine aux jonctions adhérentes, diminuant ainsi la cohésion entre les

cellules (Xue et al., 2013).

Nous proposons ici que la diminution de la vinculine aux jonctions adhérentes pourrait
affecter leur stabilité (Seddiki et al., 2018) et promouvoir la ségrégation cellulaire, premicre
étape a I’extrusion des cellules aPKCi+. Néanmoins, la stabilité des jonctions n’a pas été
mesurée dans notre modele. Il serait intéressant de réaliser des expériences de FRAP pour
mesurer la dynamique de I'E-cadhérine aux jonctions aPKCi+/WT, qui serait le reflet de la
plasticité des jonctions. L’inhibition du recrutement de la vinculine aux jonctions adhérentes
au sein des cellules aPKCi+ empécherait I’activation de la polymérisation de 1’actine aux
jonctions adhérentes par la vinculine, permettant de stabiliser ces dernieres (Charras and Yap,
2018). Les composants des jonctions adhérentes, et notamment 1’a-caténine et 1’E-cadhérine,
ne seraient plus engagés de maniere stable dans les complexes jonctionnels (Seddiki et al.,
2018). Ainsi la surexpression d’aPKCi+ pourrait étre impliqué dans le recyclage de I'E-
cadhérine, affecter sa stabilité et modifier la dynamique du recrutement de la vinculine aux

jonctions adhérentes.
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4.3 La vinculine, régulateur ou coordinateur des jonctions adhérentes et des

FAs?

Au niveau des cellules aPKCi+, la diminution de la vinculine aux jonctions adhérentes
s'accompagne de son augmentation aux FAs, augmentant leurs dynamiques (Manuscrit -
Figure 4A et vidéos 4/5/6). Physiologiquement, la cellule doit s’adapter aux différents stress
mécaniques subis et réorganiser son cytosquelette d’actine en fonction. Néanmoins, de
nombreuses €tudes ont étudié la réponse cellulaire au stress mécanique sur des cellules
uniques ; la réorganisation des contacts cellulaires et du cytosquelette d’actine sont peu
connus sur des cellules cultivées en monocouche. Les régulations éventuelles entre les FAs et
les jonctions adhérentes ont été peu explorées. La vinculine a la particularité d’étre recrutée
lors de la formation des jonctions adhérentes et des FAs. Au niveau de monocouches de
kératinocytes, la formation de jonctions adhérentes, induite par de calcium, entraine une
diminution de la vinculine aux FAs et simultanément I’apparition de celle-ci aux jonctions
intercellulaires apicales, suggérant la relocalisation de la vinculine des FAs aux jonctions
adhérentes (Noethel et al., 2018). Ici, nos résultats révelent que la surexpression d’aPKCi
entraine une diminution de la vinculine aux jonctions adhérentes, associée a une augmentation
de celle-ci aux FAs, permettant 1’acquisition de propriétés pro-migratrices, notamment en
influencant la dynamique des FAs (Manuscrit - vidéos 5/6). Ainsi, aPKCi pourrait étre un

régulateur de la localisation de la vinculine entre les jonctions adhérentes et les FAs.

Cette transition de la vinculine, dépendante d’aPKCi, des jonctions aux FAs (et
possiblement 1'inverse) pourraient étre également importante dans la migration collective des
cellules épithéliales. En effet, les cellules mettent en place une polarité « avant-arriere »,
réorganisent leur cytosquelette d’actine et adaptent 1’organisation et la dynamique de leurs
jonctions intercellulaires et des adhésions a la matrice (Ladoux and Mege, 2017). La
surexpression d’aPKCi intervient dans la stabilit¢ des jonctions intercellulaires mais
également dans la dynamique des FAs via la relocalisation de la vinculine et de la paxilline
(Rosse et al., 2009). En affectant conjointement la stabilité des jonctions adhérentes et la

dynamique des FAs, les cellules aPKCi+ pourrait migrer collectivement de maniére efficace.

4.4 1.a vinculine, un acteur de la dissémination tumorale ?
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Le r6le de la vinculine lors de la progression tumorale est peu connu et controversé. La
perte de vinculine est observée dans les carcinomes squameux, les rhabdomyosarcomes et
favorise la formation de métastases dans les cancers colorectaux et certains types de cancers
du sein (Gao et al., 2017; Li et al., 2014a; Lifschitz-Mercer et al., 1997; Somiari et al., 2003).
A T’inverse la surexpression de la vinculine est observée dans les cancers du pancréas et de la
prostate (Ai et al., 2017; Wang et al., 2012b). Du fait double rdle de la vinculine aux FAs et
aux jonctions adhérentes, l'analyse des tumeurs par immunohistologie et au niveau de
I'expression des ARNm et protéiques est complexe. Son expression est importante mais
surtout sa localisation. Ainsi, les fonctions de la vinculine lors de la progression tumorale
restent a déterminer et spécifiquement la régulation de sa localisation et de ces fonctions au
niveau des FAs et des jonctions intercellulaires selon le type de cancer considéré (en

particulier dans le cas des cancers du sein).

5. Le mot de la fin

Notre étude a mis en lumiere le réle d’aPKCi dans la ségrégation cellulaire et
I’extrusion basale via la régulation de la localisation de la vinculine, I’augmentation de la
tension jonctionnelle aux interfaces aPKCi+/WT et une augmentation de la rigidité
cytoplasmique des cellules aPKCi+. Nous avons mis en évidence pour la premiere fois, des
évenements d’extrusion basale in vivo chez les mammiféres. L’utilisation de plusieurs
modeles d’études complémentaires a permis de caractériser de maniere précise le role
d’aPKCi dans I’extrusion basale au niveau de la glande mammaire. De plus, la combinaison
de différentes approches et techniques biophysiques, telles que les expériences de ségrégation
cellulaire, d’aspiration des agrégats par micropipette, de pieéges optiques ou encore de
photoablation, a permis de révéler I’importance de la variation des propriétés physiques et
mécaniques des cellules transformées lors de 1’extrusion basale, et plus particulierement a
I’interface de la cellule oncogénique et des cellules WT. Néanmoins, les mécanismes
impliqués dans la coordination des différents événements observés aboutissant a 1’extrusion
de la cellule aPKCi+ de I’épithélium, restent a déterminer. De plus, 1’extrusion basale apparait
comme un nouveau mécanisme dans la dissémination précoce des cellules tumorales au
niveau des cancers du sein ; il reste a déterminer si ce processus pourrait se produire dans
d’autres organes. Par ailleurs, nous avons étudié¢ le role de 1’oncogeéne aPKCi dans la

dissémination tumorale précoce mais d’autres oncogeénes pourraient également participer a ce
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processus, tel que I’oncogeéne Ras connu pour favoriser I’extrusion basale in vitro. Ainsi cette
étude ouvre de nouvelles perspectives de recherche afin mieux appréhender les mécanismes et
les acteurs mis en jeu lors de la dissémination tumorale précoce. Comprendre ces mécanismes
permettrait de développer de nouvelles thérapies efficaces, notamment pour prévenir des

récidives, et constitue donc un enjeu majeur dans la lutte contre le cancer.
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Résumé et contribution :

Cette étude réalisée par Emilie Lagoutte, décrit la métalloprotéinase MT1-MMP
comme un nouveau partenaire et substrat des protéines LIM Kinases 1 et 2 (LIMK1/2).
LIMKI1 et LIMK?2 interviennent dans la régulation de la dynamique du cytosquelette d’actine
en controlant I’activité de la cofiline. Elles sont surexprimées dans de nombreux carcinomes,
notamment dans les cancers du sein (Davila et al., 2003; Nishimura et al., 2006) et participent
a I’invasion collective des cellules MDA-MB231 (Yoshioka et al., 2003). Cette étude montre
que LIMK 1 et 2 interagissent et phosphorylent MT1-MMP sur sa tyrosine 573, localisée au
niveau du domaine cytoplasmique de MT1-MMP. LIMKI1, via la phosphorylation de MT1-
MMP sur sa Y573, participe au recrutement et la stabilisation de la cortactine au niveau des
endosomes MT1-MMP mais également a leur livraison a la membrane plasmique tandis que
LIMK?2 intervient dans la formation des invadopodes. De plus, LIMK1/2 sont nécessaires a
I’invasion dépendante de MT1-MMP et a la dégradation de la matrice extra-cellulaire dans un
environnement 3D des cellules cancéreuses mammaires MDA-MB231et BT-549.

Lors de cette étude, j’ ai contribué d’une part a déterminer le role de LIMK1 dans le
recrutement et la stabilisation de la cortactine au niveau des endosomes MT1-MMP au niveau
des cellules BT-549 et d’autre part j’ai étudié les fonctions de LIMK1/2 dans la dégradation
de le matrice extracellulaire, dépendante de MT1-MMP, des cellules BT-549.

Davila, M., Frost, A.R., Grizzle, W.E., and Chakrabarti, R. (2003). LIM kinase 1 is essential for the invasive
growth of prostate epithelial cells: implications in prostate cancer. J. Biol. Chem. 278, 36868-36875.
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pathway in regulating endocytic trafficking of EGF receptor in human breast cancer cells. Histochem. Cell Biol.
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. During their metastatic spread, cancer cells need to remodel the extracellular matrix in order to migrate

. through stromal compartments adjacent to the primary tumor. Dissemination of breast carcinoma cells

: ismediated by membrane type 1-matrix metalloproteinase (MT1-MMP/MMP14), the main invadopodial
matrix degradative component. Here, we identify MT1-MMP as a novel interacting partner of dual-

- specificity LIM Kinase-1 and -2 (LIMK1/2), and provide several evidence for phosphorylation of tyrosine

. Y573 in the cytoplasmic domain of MT1-MMP by LIMK. Phosphorylation of Y573 influences association

. of F-actin binding protein cortactin to MT1-MMP-positive endosomes and invadopodia formation and
matrix degradation. Moreover, we show that LIMK1 regulates cortactin association to MT1-MMP-
positive endosomes, while LIMK2 controls invadopodia-associated cortactin. In turn, LIMK1 and LIMK2

. arerequired for MT1-MMP-dependent matrix degradation and cell invasion in a three-dimensional

. type | collagen environment. This novel link between LIMK1/2 and MT1-MMP may have important

. consequences for therapeutic control of breast cancer cell invasion.

© Tumor cell motility is required for local invasion and dissemination of cancer cells from the primary tumor”.
Proteolytic degradation of the extracellular matrix (ECM) is one intrinsic property of metastatic tumor cells
allowing transmigration through the basal membrane and invasion through the stroma mainly composed of type
. Icollagen. Remodeling of ECM by cancer cells depends on matrix-degrading proteases, including matrix metal-
. loproteinases (MMPs)?*. Membrane-anchored Type MT1-MMP, also termed MMP14, has been recognized as a
* major protease involved in dissemination of carcinoma cells and during cancer progression***2.

MT1-MMP is up-regulated in human cancers, including in breast cancers and is enriched at the front of
invasive lesions®'2. In breast adenocarcinoma-derived cell lines such as MDA-MB-231 and BT-549, a significant
fraction of MT1-MMP is internalized from the cell surface!*'* and accumulates in VAMP7-, Rab7-positive late

. endosomes/lysosomes from where it can recycle to specific matrix-degradative actin-based plasma membrane
. domains called invadopodia'®-?2. Invadopodia formation and function in pericellular matrix degradation requires
: assembly of two F-actin/cortactin pools. One pool depends on the concerted activity of an N-WASP-Arp2/3 com-
. plex, cofilin and cortactin, leading to the assembly of an invadopodial F-actin core on the cytoplasmic face of the
. plasma membrane in contact with the matrix. Functions for invadopodial F-actin include driving plasma mem-
. brane protrusion®-%, and stabilizing MT1-MMP at the cell surface via direct interaction with its cytoplasmic
. tail””. A second F-actin/cortactin pool is found as puncta on the cytosolic face of MT1-MMP, Rab7-positive endo-
: somes and requires endosomal WASH complex, which is necessary for MT1-MMP delivery at invadopodia'®**28,

The LIM kinase family comprises two related protein kinases (LIMK1 and LIMK2) with dual-specificity ser-
ine/threonine and tyrosine activity**-*. The major LIMK substrates identified so far are cofilin-family members®.
Phosphorylation of cofilin on Serine residue 3 by LIMKs inhibits its actin severing activity and thus has a major

Hnstitut Curie, PSL Research University, CNRS UMR 144, Membrane and Cytoskeleton Dynamics, 75248 cedex 05,
Paris, France. 2Univ. Grenoble Alpes, INSERM U823, Institut Albert Bonniot, CRI, Team 3 “Polarity, Development and
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influence on actin cytoskeleton organization® including on invadopodial actin dynamics®-%. It is postulated that
LIMKSs are required for cell invasion by promoting formation of an invasive path by cancer cells in a 3D type I col-
lagen environment during collective migration®-3. In addition to the carboxy-terminal kinase domain, LIMKs
possess protein-protein interaction domains including two amino-terminal LIM domains and a central PDZ
domain®. Interestingly, the cytoplasmic domain of MT1-MMP with critical trafficking and localization regula-
tory functions*** contains three potential phospho-residues (T567, Y573 and $577). Phosphorylation of Y573 by
Src-kinase regulates tumor cell migration and affects tumor progression through an unknown mechanism**#!. In
addition, the MT1-MMP cytoplasmic domain contains a carboxy-terminal “DKV” motif*2.

In this study, we provide evidence that MT1-MMP and LIMK interact through the MT1-MMP “DKV” cyto-
plasmic motif and that Y573 can be phosphorylated by LIMK1. We find that late endocytic MT1-MMP promotes
cortactin accumulation in endosomal puncta; endosomal cortactin accumulation is further enhanced by over-
expression of MT1-MMP mutant with a Y573E substitution mimicking MT1-MMP phosphorylation by LIMK
whilst a non-phosphorylatable Y573F variant has the opposite effect on cortactin. Reciprocally, consistent with its
association with MT1-MMP-positive endosomes, LIMK1 is required for endosomal accumulation of cortactin.
On the contrary, silencing of LIMK2 does not affect endosomal cortactin. Finally, we find that both LIMK1 and
LIMK?2 are required for invadopodia formation, MT1-MMP-dependent matrix degradation and invasive migra-
tion through 3D collagen. Taken together, these data suggest non-redundant functions of the two LIMK isoforms
during MT1-MMP-dependent breast tumor cell invasion.

Material & Methods

Antibodies. Anti-cortactin (Clone 4F11), rabbit anti-p34Arc, anti-phospho-tyrosine (Clone 4G10), rab-
bit anti-TKS5 and mouse anti-MT1-MMP monoclonal antibodies were obtained from Millipore. Monoclonal
anti-p34Arc was purchased from Synaptic System. Rabbit anti-Rab7, rabbit anti-cofilin, rabbit anti-phospho-co-
filin, rabbit anti-LIMK1 and rabbit anti-LIMK2 antibodies were purchased from Cell Signaling. Rabbit anti-
GADPH antibodies were purchased from Santa Cruz. AlexaFluor-phalloidin was from Invitrogen. Horseradish
peroxidase-conjugated and fluorescently conjugated secondary antibodies were from Jackson ImmunoResearch
Laboratories.

Plasmid constructs. MT1-MMPmCherry (MT1-MMPmCh) with the tag inserted in the extracellular
domain to minimize interference with cytoplasmic domain trafficking motifs has been reported previously*.
Plasmid construct expressing DsRed-tagged rat cortactin was the kind gift of Dr M.A. McNiven (Mayo Clinic,
Rochester, MI, USA). Expression plasmids encoding GFP tagged LIMKI1, and LIMK2 were generated using
GatewayTM Technology (Invitrogen) and all plasmids were sequenced*.

Mutants of MT1-MMP were made by site-directed mutagenesis of MT1-MMPmCh using the
QuikChange Kit from Stratagene with the following oligonucleotides: MT1-MMPmChA Cter,
5/ -ttcagacgccatgggtgacccaggegactgetc-3/ (sense) and 5’-gagcagtcgectgggtcagggatggegtctgaa-3
" (anti-sense); MT1-MMPmChA DKV, 5'-tgccagcgttccctgetgtgaaaggtctgatctagaggg-3' (sense) and
5/-ccctetagatcagacctttcacageagggaacgetggea-3’ (anti-sense); MT1-MMPmChY573F, 5'-aggcgactgctcttctgecage
gttcc-3’ (sense) and 5’-ggaacgctggcagaagagcagtcgect-3’ (anti-sense); MT1-MMPmChY573E,
5’-caggcgactgctcgagtgecagegttcee-3” (sense) and 5'-gggaacgctggeactcgageagtegectg-3’ (anti-sense).

Cell culture, transfection, stable cell lines and gene silencing.  The human breast adenocarcinoma
cell line MDA-MB-231 (American Type Culture Collection, ATCC HTB-26) was maintained in L-15 culture
medium (Sigma-Aldrich) with 2 mM glutamine and 15% FCS at 37°C in 1% CO,. MDA-MB-231 cells stably
expressing MT1-MMPmCh were cultured in the presence of 0.5 mg/mL G418%. MDA-MB-231 cells were trans-
fected with plasmid constructs by using Amaxa nucleotransfection. Cells were analyzed 24 h after transfection.
Small inhibitory RNAs targeting MT1-MMP (MMP14, L-004145-00) were SMARTpoolON-TARGETplus from
Dharmacon. Cortactin (CTTN, S102661960 and S102662485), LIMK1 (LIMK1, SI00605542 and SI00605549) and
LIMK?2 (LIMK2, S102665334 and S102758490) siRNAs were purchased from Qiagen. Cells were treated with spe-
cific siRNA (50 nM final concentration) with Lullaby reagent (OZ Biosciences) and analyzed 72 h after treatment.

Indirect immunofluorescence, image acquisition and analysis. MDA-MB-231 cells were cultured
on gelatin-coated coverslips and processed for immunofluorescence microscopy as previously described®*. Briefly,
cells were pre-extracted with 0.5% Triton x-100 in 4% paraformaldehyde in PBS during 90s and then fixed in
4% paraformaldehyde in PBS for 20 min and stained for immunofluorescence microscopy with cortactin anti-
bodies. Images were acquired with a wide-field Eclipse 90i Upright Microscope (Nikon) using a 100 x Plan Apo
VC 1.4 oil immersion objective and a highly sensitive cooled interlined charge-coupled device (CCD) camera
(Roper CoolSnap HQ2). As MT1-MMP-positive endosomes are about 0.5pm to 2 pm diameter, a z-stack of
10-15 images with 0.2 pm interval between consecutive images was chosen in order to avoid overlap of mul-
tiple MT1-MMP endosomes. Z-stack of images were taken by mean of a piezoelectric motor (LVDT, Physik
Instrument) from the adherent surface of the cells. Then images were deconvoluted*, and a maximum intensity
projection (MIP) was performed with Image]J software. For detection of cortactin on MT1-MMP-containing
endosomes, a CellProfiler pipeline was constructed®; first, MIP of deconvoluted images of MT1-MMPmCh and
cortactin was computed; then cortactin spots were identified using a Laplacian of Gaussian filter followed by a
watershed on the automatically thresholded MIP image; the MT1-MMPmCh-containing endosomes were iden-
tified by thresholding and intensity-based watershed; the number of cortactin spots was identified then checked
in a 3-pixels neighborhood around each MT1-MMPmCh vesicle®.
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Fluorescent gelatin degradation assay, quantification of pericellular collagenolysis and
invasion assays. Fluorescent gelatin degradation assays were performed and quantified as previously
described®. For degradation assay performed with MDA-MB-231 cells silenced for LIMK, cells were plated for
5h on fluorescent-gelatin and then were pre-extracted with 0.5% Triton X-100 in 4% paraformaldehyde in PBS
during 90s and then fixed in 4% paraformaldehyde in PBS for 20 min. For degradation assay performed with
MT1-MMPmCh-overexpressing cells (WT or mutant), after 3h on a gelatin substratum more resistant to degra-
dation (see*®), cells were fixed in 4% paraformaldehyde in PBS for 20 min. Approximately 200 cells from at least
three independent experiments were analyzed for each condition. Assays to measure the invasion of cells from
multicellular spheroids into native type I collagen assays were performed as described previously*’. For collagen-
olysis assays, cells treated with DMSO or Pyr1 (10 .M) or GM6001 were trypsinized and resuspended in 0.2 ml
of 2.2mg/ml collagen I solution (2.5 x 105 cells/ml) loaded on a glass coverslip. After polymerization for 1h 30
at 37°C or 20°C, complete medium was added and collagen-embedded cells were incubated for 24h at 37°C in
1% CO2. After fixation in 4% paraformaldehyde in PBS at 37 °C for 30 min, samples were incubated with Coll-
3/4C antibodies (2.5 pg/ml) for 2h at 4°C, washed extensively with PBS, and counterstained with Cy3-conjugated
anti-rabbit IgG antibodies, DAPI, and Alexa Fluor 488-phalloidin to visualize cell shape. Image acquisition was
performed with an LSM SP8 NLO confocal microscope (Leica) with a 40x oil objective. Quantification of peri-
cellular collagenolysis was performed and quantified as previously described?.

Linear invadopodia formation assay and quantification. Coverslips were layered with 100l of a
solution of type I collagen mixed with Alexa Fluor 647-conjugated type I collagen (5% final) at a final concentra-
tion of 2.2 mg/ml. After gelling for 3 min at 37 °C, the collagen layer was washed gently in PBS and 1 ml of the cell
suspension in L15 medium with 15% FCS (10° cells/ml) was added. Cells were incubated for 45 min at 37°C in
1% CO, before fixation®*. Cells were pre-extracted with 0.5% Triton X-100 in 4% paraformaldehyde in PBS dur-
ing 90s and then fixed in 4% paraformaldehyde in PBS for 20 min and stained for immunofluorescence micros-
copy with Tks5 or cortactin antibodies. Images were acquired with a wide-field microscope (Eclipse 90i Upright;
Nikon) using a 100x Plan Apo VC 1.4 oil objective and a highly sensitive cooled interlined charge-coupled
device (CCD) camera (CoolSnap HQ2; Roper Scientific). A z-dimension series of images was taken every 0.2 pm
by means of a piezoelectric motor (Physik Instrumente)*. For quantification of Tks5 and cortactin associated
with linear invadopodia in cells plated on collagen fibers, three consecutive z-planes corresponding to the
plasma membrane in contact with collagen fibers were projected and surface covered by each of the markers
was determined using the thresholding command of Image] excluding regions < 16 pixels (<1pum) to avoid
non-invadopodial structures such as endosomal cortactin-positive patches. Surface covered by each marker was
normalized to the total cell surface and values normalized to control cells.

Immunoprecipitation and kinase assay. For RFP-trap assays, MDA-MB-231 cells overexpressing or not
MT1-MMPmCh WT or ADKV were lysed in 50 mM Tris-HCI (pH 7.5), 150 mM NaCl, 60 mM beta-glucoside,
10 mM MgCl,, 1% Triton X-100, and 10% glycerol with anti-protease and anti-phosphatases. REP-Trap beads
(ChromoTek) were added at concentration recommended by the supplier. For in vitro kinase assays, GST-LIMK1
recombinant protein (Abnova) was incubated with precipitated MT1-MMPmCh with RFP-Trap beads
(ChromoTek) in stringent conditions (RIPA Buffer: 50 mM Tris-HCI (pH 7.5), 150 mM NaCl, 2mM EDTA,
10mM MgCl,, 1% NP40, 0.5% Na Deoxycholate, 0.1% SDS) as the substrate in the kinase assay buffer contain-
ing 50 mM HEPES, 150 mM NaCl, 5mM MgCl,, 5mM MnCl,, 250 uM ATP for LIMK1. The reaction mix was
incubated for 30 min at 30 °C. The reaction was stopped by addition of 2 x Laemmli sample buffer. Overexpressed
MT1-MMP and phosphorylated bands were respectively determined by SDS-PAGE with an anti-MT1-MMP
(Millipore) an anti-phosphotyrosine antibodies (4G10). Immunoprecipitation experiments were replicated at
least 3 times except for immunoprecipitation of endogenous MT1-MMP using mouse 2D7 anti-MT1-MMP mon-
oclonal antibody (a kind gift of M.C. Rio and C.L. Tomasetto, IGBMC, Strasbourg, France), which was performed
once.

Results
LIMKs interact with and phosphorylates the MT1-MMP cytosolic tail. The carboxy-terminal
“DKV” motif of MT1-MMP has features of a PDZ domain-binding site** (Fig. 1A). We thus assessed whether
LIMKSs, which possess a PDZ domain interact with the “DKV” motif of MT1-MMP (Fig. 1A). Wild-type (WT)
MT1-MMPmCh or with a truncation of its last three carboxy-terminal residues (ADKV) was stably expressed
in MDA-MB-231 cells and precipitated using anti-RFP-coupled beads. LIMK1 and LIMK2 could be detected in
immunoprecipitates of MT1-MMPmCh WT but not in un-transfected MDA-MB-231 cells or cells expressing
truncated ADKV MT1-MMP construct (Fig. 1B,C). Interaction of MT1-MMP with Endogenous LIMK1 and
LIMK?2 were detected in anti-MT1-MMP immunoprecipitates but not with control IgGs (anti-HA) (Fig. 1D).
LIMKs are dual specificity S/T and Y kinases*-3!. We thus investigated if LIMKSs could phosphorylate S, T
and/or Y residues present in the cytosolic tail of MT1-MMP (see Fig. 1A). MT1-MMPmCh WT was precipi-
tated under stringent conditions (to avoid potential co-immunoprecipation of associated kinase(s)) and kinase
assay was performed in the presence of recombinant LIMK1. Anti-phospho-S or -T antibodies could not detect
phosphorylation of T567 or S577 in the cytoplasmic tail of MT1-MMP in the presence of LIMK1 (not shown).
However, phospho-S/T antibodies are notoriously difficult to use and thus we cannot completely exclude phos-
phorylation of these residues by LIMK. We further investigated phosphorylation of MT1-MMP Y573 residue.
MT1-MMPmCh WT or deleted of its 20-aa long cytosolic tail (A Cter) were precipitated and kinase assay was
performed in the presence of LIMK1 as above using 4G10 anti-phospho-Y (pY) antibody for detection. Strongest
pY signal was observed with MT1-MMPmCh WT in the presence of LIMK1 with several bands corresponding
to different MT1-MMP maturation forms (Fig. 1E). Deletion of the cytosolic tail of MT1-MMP (Fig. 1F) lead to
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Figure 1. MT1-MMP is a partner and substrate of LIMK1/2. (A) Schema of the different domains of MT1-
MMP and LIMK (B,C) Immunodetection of respectively LIMK1 (B) or LIMK2 (C) with MT1-MMPmCh WT
beads trap in MDA-MB-231 cell lysates. Bound proteins were analyzed by immunoblotting with antibodies
against MT1-MMP, LIMKI and LIMK2. Input lysates (1%) were loaded as control. Arrow indicates specific
LIMK1 band. (D) Immunodetection of LIMK1 and LIMK?2 in anti-MT1-MMP immunoprecipitates in
contrast to control mouse IgGs (anti-HA) in MDA-MB-231 cell lysates. Bound proteins were analyzed by
immunoblotting with antibodies against MT1-MMP, LIMK1 and LIMK?2. Input lysates (1%) were loaded as
control. Black arrow indicates LIMK2; red arrow indicates MT1-MMP; blue asterix indicates high chain IgGs.
(E) Tyrosine phosphorylation by LIMK1 of MT1-MMPmCh WT (F) Tyrosine phosphorylation by LIMK1 of
MT1-MMPmCh WT and not of MT1-MMPmCh A Cter beads trap. (G) Tyrosine phosphorylation by LIMK1
of MT1-MMPmCh WT beads trap after treatment with DMSO or Pyr1 (20 pM) (H) Tyrosine phosphorylation
of MT1-MMPmCh WT after treatment with DMSO or Pyrl (20 pM).
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basal pY levels possibly due to phosphorylation of tyrosine residue(s) present in the extracellular domain that
is(are) not exposed to LIMK under native conditions. Moreover, deletion of the carboxy-terminal DKV motif
decreased by 60% the phosphorylation of MT1-MMP by LIMKI1 (Fig. 1G), suggesting that interaction of the
DKV motif to the PDZ domain of LIMK is required for MT1-MMP phosphorylation. Then, we investigated if
MT1-MMP phosphorylation was dependent on the activity of LIMK1/2 in MDA-MB-231 cells. Some pY signal
was visible in MT1-MMPmCh immunoprecipitate from MDA-MB-231 cells. Inhibition of LIMK1/2 by Pyr1,
a LIMK-specific ATP competitive inhibitor*®, abolished pY signal associated with MT1-MMPmCh. We con-
clude that LIMK can phosphorylate MT1-MMP on cytoplasmic Y573 residue and phosphorylation requires the
carboxy-terminal DKV motif likely by mediating interaction with LIMK PDZ domain.

Endosomal cortactin association is regulated by LIMK1 phosphorylation of Y573 on MT1-MMP’s
cytosolic tail. WT, hypo- (Y573F) or hyper-phosphomimetic (Y573E) variants of MT1-MMPmCh were
overexpressed to similar levels in MDA-MB-231 cells and accumulated in cytoplasmic vesicles that we previously
identified as late endosomes/lysosomes (Fig. 2A,B)!*?22. A hallmark of MT1-MMP-positive endosomes is the
presence of F-actin-, cortactin-rich puncta, which depends on WASH and Arp2/3 complex for their formation
and are required for MT1-MMP surface delivery?. Interestingly, as compared to MT1-MMP WT-containing
endosomes, we observed opposite ~30% decrease and ~80% increase of cortactin association to MT1-MMP
Y573F- or Y573E-containing endosomes, respectively (Fig. 2B,C). In addition, MT1-MMP knockdown leads
to a significant ~40% reduction in cortactin-positive puncta associated with Rab7-positive late endosomes
(Fig. 2D,E).

We further investigated whether pharmacological inhibition or silencing of LIMK could affect cortactin
recruitment on MT1-MMP-positive endosomes through regulation of Y573. Treatment with Pyr1 resulted in a
~40% decrease of cortactin association with MT1-MMP-containing endosomes (Fig. 3A). Interestingly, knock-
down of LIMK1 but not LIMK2 similarly affected cortactin association with MT1-MMP endosomes (Fig. 3B,C).
Consistently, we observed that GFP-LIMK1 but not GFP-LIMK2 associated with MT1-MMPmCh-containing
endosomes (Fig. 3D,E). Knockdown of LIMK1 or LIMK?2 did not affect the level of the other isoform (Figs S1B
and 4A, inset). In addition, individual or simultaneous depletion of LIMK1 or LIMK2 or inhibition of LIMK
activity did not affect MT1-MMP or cortactin protein level (Fig. 4A, inset).

LIMK1 and LIMK2 control MT1-MMP-dependent proteolytic matrix degradation through reg-
ulation of Y573 phosphorylation. Functional interplay between MT1-MMP and LIMK1/2 was investi-
gated in invasive MDA-MB-231 cells. Silencing of MT1-MMP strongly diminished invadopodial degradation of
fluorescent gelatin (>95%, Fig. 4A)'**. As compared to cells treated with an irrelevant siRNA (luciferase, siLuc),
MDA-MB-231 cells knocked down for LIMK1, LIMK?2 or both showed a >80% reduction of their degradative
capacity (Fig. 4A and Fig. S1A,C). These results were independently confirmed in human breast BT-549 cell line
(Fig. S2A). Similarly, inhibition of LIMK with Pyr1 resulted in a ~70% decrease of gelatin degradation (Fig. 4B
and Fig. S1D), almost as efficiently as inhibition caused by GM6001 MT1-MMP inhibitor. Moreover, inhibition
of LIMK also inhibited gelatin degradation by overexpressed MT1-MMP (Fig. 4C), indicating that LIMK activity
is required for MT1-MMP-mediated matrix preoteolysis. The contribution of LIMK to MT1-MMP-dependent
type I collagen proteolysis was also assessed in a 3D environment. MDA-MB-231 cells were imbedded in type I
collagen gel and treated overnight with Pyr1 or GM6001 inhibitors. Pericellular collagenolysis was detected using
anti-Col1-**C antibodies, which detect cleaved collagen. A 50% decrease of collagen degradation was observed
when MT1-MMP or LIMK was inhibited (Fig. 4D,E). All together, these data indicate that LIMK1 and LIMK2 are
required for matrix proteolysis by breast tumor cells through control of MT1-MMP function.

Next, we investigated the contribution of LIMK-dependent Y573 phosphorylation to matrix degrada-
tion by MT1-MMP. Overexpression of hypophospho-mimetic Y573F mutant lead to ~80% reduction of
degradation activity (Fig. 4F). Similar results were obtained in BT-549 cells (Fig. S2B,C). Deletion of the
carboxy-terminal DKV motif had a similar albeit lower inhibitory effect (Fig. 4F and Fig. S3A,B). This was in
contrast to phospho-mimetic Y573E variant, which stimulated gelatin degradation by ~ 1.8 fold as compared
to WT MT1-MMP (Fig. 4F and Fig. S3C). Note that these mutants were expressed to similar levels (Fig. 2A).
Importantly, stimulation of gelatin degradation by Y573E was insensitive to Pyrl indicating that LIMK acts
upstream of MT1-MMP to promote matrix degradation by regulating phosphorylation of Y573 (Fig. 4G).

Finally, we addressed the consequence of LIMK inhibition on invadopodia formation. Cells plated on fibril-
lar collagen formed linear invadopodia structures in association with collagen fibers, which could be stained
with antibodies to Tks5 or cortactin invadopodia markers (Fig. 4H and Fig. S3D)*»*”*°. Quantification of
Tks5 signal in association with linear invadopodia revealed that treatment with 20 M Pyr1 triggered a ~60%
decrease of Tks5 association (Fig. S3E). In addition, both LIMK1 and LIMK2 were required for invadopodia
formation on fibrillar collagen networks (Fig. 4H,I). Interestingly, knockdown of LIMK2 but not LIMK]1 affected
cortactin association to linear invadopodia (~40% decrease, Fig. 4]). Next, we investigated the contribution of
LIMK-dependent Y573 phosphorylation to linear invadopodia formation. First, we observed that overexpression
of WT MT1-MMPmCh triggered an increase of Tks5 association to linear invadopodia compared to parental
MDA-MB-231 cells (Fig. S3F). Overexpression of hypophospho-mimetic Y573F mutant lead to ~30% reduction
of Tks5 association positive linear invadopodia formation (Fig. S3F). Deletion of the carboxy-terminal DKV
motif had a stronger inhibitory effect. This was in contrast to phospho-mimetic Y573E, which stimulated invado-
podia formation as compared to MT1-MMPmCh WT (30% increase, Fig. S3F).

LIMK control MT1-MMP-dependent tumor-cell invasion in 3D type | collagen. We made use of
the differential permissivity of large vs. small pore size collagen networks to invasive migration to investigate a
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Figure 2. Tyrosine phosphorylation of MT1-MMP control cortactin recruitment on MT1-MMP
endosomes. (A) Expression of MT1-MMPmCh mutants in MDA-MB-231 cells (B) MT1-MMPmCh WT,
Y573F and Y573E were overexpressed in MDA-MB-231 cells during 24 hours. Cells were plated on gelatin and
immunolabelled with antibody against cortactin (in green). Z-projection. Scale bars, 5m (entire cell); 1 pm
(boxed region at higher magnification). (C) Quantification of cortactin on MT1-MMPmCh endosomes in
MDA-MD-231 cells. The y-axis indicates mean cortactin intensity associated with MT1-MMPmCh-containing
endosomes normalized to the value in control MT1-MMPmCh WT cells (in percentage) == SEM (n is the
number of cells analyzed, from at least 3 independent experiments). ***P < 0.001. (D) MDA-MB-231 cells were
treated with indicated siRNAs (siNT, for non-targeting siRNA), plated on gelatin and stained with antibodies
against cortactin (in red) and Rab7 (in green). Z-projection. Scale bars, 5pum (entire cell); 1 pm (boxed region
at higher magnification). (E) Quantification of cortactin on Rab7 vesicles in MDA-MD-231 cells. The y-axis
indicates mean cortactin intensity associated with Rab7-containing endosomes normalized to the value in
control siNt-treated cells (in percentage) == SEM (n is the number of cells analyzed, from at least 3 independent
experiments). *P < 0.05.

LIMK contribution to the invasive potential of breast tumor cells in a 3D environment. Large pore size collagen
gels obtained by polymerization at 20 °C are permissive to invasion, while small pore size collagen networks
polymerized at 37 °C require MT1-MMP activity for invasion®® (and see Fig. 5A). Confirming previous observa-
tions™, inhibition of MT1-MMP activity by GM6001 impaired invasion of MDA-MB-231 cells overexpressing or
not MT1-MMPmCh in non-permissive type I collagen gel polymerized at 37 °C (Fig. 5B). In contrast, invasive
potential was not affected upon MT1-MMP inhibition in cells invading through large pore size collagen matrix
polymerized at 20 °C. Interestingly, we observed that the extent of collagen degradation was much larger when
cells were embedded in small pore size as compared to large pore size collagen gels (Fig. 5C). In addition, overex-
pression of MT1-MMP correlated with an increase in invasive and degradative potential of the cells only in small
pore size (37 °C) collagen environment (Fig. 5B,C). Inhibition of LIMK activity by Pyr1 resulted in a ~25% reduc-
tion of invasion in large pore size type I collagen, while a significantly larger (~50%) inhibition was observed
in small pore size collagen matrix (Fig. 5D,E). This body of results highlights a requirement for LIMK for both
MT1-MMP-dependent matrix degradation and invasion in 3D type I collagen environment.
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Figure 3. LIMKI1 control cortactin recruitment on MT1-MMP endosomes. (A) Quantification of cortactin
on MT1-MMPmCh-containing endosomes. Y-axis indicates mean cortactin intensity associated with MT1-
MMP endosomes normalized to the value in control DMSO-treated cells (in percentage) == SEM (n is the
number of cells analyzed, from at least 3 independent experiments). ***P < 0.001. (B) MDA-MB-231 cells
stably expressing MT1-MMPmCh were treated with the indicated siRNAs (50 M), plated on gelatin and
stained for cortactin (in green). Z-projection. Scale bars, 5um (entire cell); 1 pm (boxed region at higher
magnification). (C) Quantification of cortactin on MT1-MMPmCh vesicles as in panel A. The x-axis indicates
mean cortactin intensity associated with MT1-MMPmCh-containing endosomes normalized to the value in
control siNt-treated cells (in percentage) == SEM (n is the number of cells analyzed, from at least 3 independent
experiments). ***P < 0.001. (D,E) Overexpression of LIMK1-GFP (D) or LIMK2-GFP (E) in MT1-MMPmCh
overexpressing MDA-MB-231 cells. Z-projection. Scale bars, 5pm (entire cell); 1 pm (boxed region at higher
magnification).

Discussion

Here, we show that MT1-MMP interacts with both LIMK1 and LIMK2. MT1-MMP is a key metalloproteinase
regulating matrix degradation**%%°1:52, We found that single knockdown of LIMK1 or LIMK?2 triggered a strong
decrease (about 80%) in matrix degradation without affecting MT1-MMP levels or expression of the other LIMK
isoform in MDA-MB-231 cells and BT-549 breast cancer cells. In contrast to the well-known LIMK substrate
cofilin, which is phosphorylated on S3 residue®’, we identified Y573 in the cytoplasmic tail of MT1-MMP as a
new substrate of dual-specificity LIMKs (Fig. 1). We further show that phosphorylation of Y573 of MT1-MMP
by LIMK is required for its function in matrix degradation (Fig. 4G). Then, we further sought to differentiate the
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Figure 4. LIMK1/2 are required for MT1-MMP-dependent matrix degradation. (A,B) Quantification of
FITC-gelatin degradation by MDA-MB-231 cells treated with indicated siRNAs (A) or inhibitors (B). Values
are means = SEM of the normalized degradation area from at least three independent experiments. (Insets)
Immunoblotting with antibodies against LIMK1, LIMK2 and MT1-MMP of cells treated with the indicated
siRNAs. Immunoblotting with antibodies against GAPDH served as a control for loading. Arrow indicates
specific LIMK1 band. (C) Quantification of FITC-gelatin degradation by MDA-MB-231 stably expressing
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MT1-MMPmCh treated with indicated siRNAs (black bars). (Insets) Inmunoblotting with indicated antibodies
of cells treated with DMSO or Pyr1 20 pM. (D) MDA-MB-231 cells treated with Pyrl or DMSO vehicle were
embedded in collagen I. Pericellular collagenolysis was detected using anti-Col1-**C antibodies (in black in

the inverted image). Nuclei were stained with DAPI and actin with Phalloidin. Bars, 20 pm. (E) Quantification
of collagenolysis by MDA-MB-231 cells treated with the indicated inhibitors. Values are mean normalized
degradation index + SEM from at least three independent experiments. n represents the number of cells
analyzed for each cell population. ***P < 0.001 (as compared with the control cells). (F) Quantification of
FITC-gelatin degradation by MDA-MB-231 expressing mutants of MT1-MMPmCh. *P < 0.05. ***P < 0.001.
(G) Quantification of FITC-gelatin degradation by MDA-MB-231 expressing MT1-MMPmCh WT or Y573E
treated or not with Pyrl. *P < 0.05. ns, non significative. (H) MDA-MB-231 cells were treated with indicated
siRNAs, plated on cy5-labelled type I collagen and respectively immunolabelled with an antibody against
cortactin and TKS5. z-plane corresponding to the collagen fibers network. Scale bars, 5pm. (I) Quantification
of TKS5 present at the cell surface of MDA-MB-231 cells treated with indicated siRNAs plated on a layer of type
I collagen. The y-axis indicates TKS5 area normalized on total cell area related to the value in control

(in percentage) == SEM. (I) Quantification of cortactin present at the cell surface of MDA-MB-231 cells treated
with indicated siRNAs plated on a layer of type I collagen. The y-axis indicates TKS5 area normalized on total
cell area related to control value (in percentage) = SEM.

contribution of LIMK on tumor cell invasion due to the control of MT1-MMP function from its known regula-
tory role on actin and microtubule cytoskeleton dynamics?**%. We took advantage of the finding that MT1-MMP
dependency of tumor cells during invasion in a 3D collagen network is influenced by matrix porosity, i.e. large
pore size collagen gel is permissive for invasive migration in the absence of MT1-MMP activity, while invasion
through small pore size collagen requires pericellular collagenolysis by MT1-MMP*. Our data indicates a con-
tribution of LIMKs to MT1-MMP-independent invasion in large pore size collagen gel in agreement with their
regulatory role on actin and microtubule cytoskeleton dynamics®**. Our data also clearly demonstrates that
LIMKSs are required for MT1-MMP-dependent matrix degradation and cell invasion in dense fibrillar type I
collagen networks. This is associated with LIMK1/2 requirement for the formation of linear invadopodia on
collagen networks. Pericellular collagenolysis by MDA-MB-231 cells invading through small pore size collagen
gel is visible, which requires MT1-MMP and LIMK activity. Interestingly, a previous study reported that LIMKs
were required for invasive path generation by tumor cells and carcinoma-associated fibroblasts using another
small LIMK inhibitor (LIMKi)*. Our findings strongly suggest that LIMK affects invasive tumor cell migration by
controlling MT1-MMP function and pericellular collagenolysis activity through direct phosphorylation of Y573
in MT1-MMP cytoplasmic tail.

We show that depletion of LIMK1 but not LIMK?2, or inhibition of LIMK activity by Pyrl diminishes cortactin
patches on MT1-MMP endosomes (Fig. 3B). Similarly, phosphorylation of Y573 of MT1-MMP is required for
the recruitment and/or stabilization of cortactin on MT1-MMP-positive endosomes (Fig. 2B,C). These results
suggest that tyrosine phosphorylation of MT1-MMP is required for recruitment and/or stabilization of cortac-
tin on MT1-MMP-positive endosomes. We recently reported that inhibition of atypical PKC in MDA-MB-231
cells increases cortactin patches on MT1-MMP-positive endosomes and correlates with defects in matrix deg-
radation and invasion in 3D collagen®. Inhibition of atypical PKC also correlates with cortactin phosphoryla-
tion defects and increases endosomal F-actin/cortactin accumulation!®. As a result, inhibition of atypical PKC
decreases matrix degradation and invasion potential of MDA-MB-231 cells. This situation contrasts with the
effect of overexpression of Y573E phosphomimetic mutant of MT1-MMP, which increases matrix degradation
(Fig. 4F), while it promotes cortactin accumulation on MT1-MMP-positive endosomes (Fig. 2B,C). All together,
these data suggest that a proper balance of endosomal cortactin association is required for MT1-MMP trans-
port in the endosomal system. We hypothesize that LIMK1-mediated phosphorylation of MT1-MMP Y573
residue (or overexpression of MT1-MMP/Y573E variant) stimulates endosomal actin assembly and whereby
promotes MT1-MMP recycling to plasma membrane invadopodia?**’. Oncogenic Src kinase, which phospho-
rylates MT1-MMP Y573% may similarly regulate MT1-MMP delivery to the surface by controlling endosomal
cortactin/actin pools. Of note, a L571L572Y573 motif in the cytosolic tail of MT1-MMP is known to interact with
F-actin in invadopodia?, suggesting that MT1-MMP may similarly influence recruitment and/or stabilization of
F-actin/cortactin on late endosomes in a process that is regulated by phosphorylation of Y573. Overexpression
of MT1-MMP confers invasive potential to non-invasive, MT1-MMP-negative COS cells®*. Contrasting with
a proposed role for the carboxy-terminal cytoplasmic domain of MT1-MMP in MDA-MB-231 cell invasion,
MT1-MMP-dependent invasion of COS cells does not require the cytosolic domain®>’. Although the reason for
this discrepancy is not clear, it may suggest that MT1-MMP trafficking routes and/or transport machineries differ
in invasive vs. non-invasive cells. Of note, interaction of the related carboxy-terminal “EWV” motif of MT5-MMP
with the PDZ domain of Mint3 regulates recycling of MT5-MMP to the cell surface®, suggesting a role for the
cytosolic domain in the trafficking of MT-MMPs.

Our results suggest non-redundant roles for LIMK1 and LIMK2 in matrix degradation and invadopodial
recruitment of Tks5 in breast tumor cells. Although both knockdown of LIMK1 and LIMK?2 inhibit matrix degra-
dation, depletion of LIMK1 specifically affects cortactin association on MT1-MMP-positive endosomes (Fig. 3B),
while LIMK2 knockdown specifically affects the invadopodial cortactin pool (Fig. 4H,]). Consistent with these
differential roles of LIMK1 and LIMK2, only LIMK1 localizes on MT1-MMP-positive endosomes (Fig. 3D). It is
possible that the differential effects of LIMK1 and LIMK2 on endosomal and invadopodial actin/cortactin pools,
respectively, involve phosphorylation of cofilin by LIMK™. Interestingly, silencing of LIMK1 and LIMK2 similarly
affected invadopodial recruitment of Tks5 (Fig. 4H,I), suggesting that the functions of LIMK1 and LIMK2 on
two distinct actin/cortactin pools influence Tks5 recruitment and/or stabilization at invadopodia by controlling
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Figure 5. LIMK1/2 are required for MT1-MMP-dependent tumor-cell invasion. (A) Confocal images

of cy5 labeled type I collagen polymerized at 20 °C or 37 °C. Scale bar, 20 uM. (B) Multicellular spheroids of
MDA-MB-231 cells expressing or MT1-MMPmCh treated with GM6001 20 pM or ethanol were embedded

in 3D acid-extracted type I collagen polymerized at 20 °C or 37 °C (T0) and further incubated for 2 days (T2).
Data are mean invasion area in type I collagen at T2 normalized to the mean invasion area at T0 £ SEM (n=3
independent experiments, more than 20 spheroids were analyzed for each cell population). ***P < 0.001.

(C) Quantification of collagenolysis by MDA-MB-231 cells expressing or not MT1-MMPmCh in type I collagen
polymerized at 20 °C or 37°C. Values are mean normalized degradation index &= SEM from at least three
independent experiments. “n” represents the number of cells analyzed for each cell population. ***P < 0.001

(as compared with the control cells). (D) Multicellular spheroids of MDA-MB-231 cells treated with Pyrl 10 pM
or DMSO were embedded in 3D acid-extracted type I collagen polymerized at 20 °C or 37 °C (T0) and further
incubated for 2 days (T2). Images show phalloidin-labelled spheroids collected at T2. Scale bars, 200 pm.

(E) Data are mean invasion area in type I collagen at T2 normalized to the mean invasion area at TO = SEM
(n=3 independent experiments, more than 20 spheroids were analyzed for each cell population). ***P < 0.001.
**P <0.01.

MT1-MMP trafficking and localization. Along this line, MT1-MMPmCh overexpression increases Tks5 associa-
tion to invadopodia and this effect is affected by mutation of Y573 residue (Fig. S3F).

SCIENTIFIC REPORTS | 6:24925 | DOI: 10.1038/srep24925 10



www.nature.com/scientificreports/

Future studies should help identifying determinants of LIMK1 and LIMK?2 association with distinct cellular

compartments, i.e. endosomes and plasma membrane possibly underlying some differential functions of the two
related LIMK-family members and spatio-temporal regulation of MT1-MMP phosphorylation by LIMK1 and/or
LIMK?2 during tumor cell invasion. Taking into account the fact that MT1-MMP and LIMK1/2 are overexpressed
in cancers, in particular breast cancers, our study provides novel insights at the mechanisms regulating tumor cell
invasion in a 3D context and suggest new possibilities for therapeutic interventions.
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Résumé

La formation de métastases issues de
carcinomes est la principale cause de mortalité
des cancers. Certaines cellules cancéreuses
ont la capacité de s’échapper de la glande
mammaire et former des métastases a un stade
trés précoce, bien avant la détection d'une
tumeur primaire. Les mécanismes impliqués
restent a étre identifiés. L’extrusion basale
pourrait étre un des mécanismes impliqués
dans la dissémination précoce de cellules
cancéreuses. La perte de la polarité cellulaire
est une des signatures des cellules
cancéreuses. La protéine kinase C atypique iota
(aPKCi) est un oncogéne surexprimé dans de
nombreux cancers, en particulier dans les
cancers du sein, ou cette surexpression est un
facteur de mauvais pronostic pour la survie des
patientes. aPKCi est un bon candidat pour
étudier la dissémination tumorale précoce. Mon
étude révele que la surexpression d'aPKCi,
dans quelques cellules épithéliales de la glande
mammaire, promeut I'extrusion basale in vivo et
ex vivo et la dégradation de la membrane
basale de facon dépendante des
métalloprotéases. Les cellules surexprimant
aPKCi sont exclues de [I'épithélium par des
mécanismes de ségrégation cellulaire en
modifiant la localisation de la vinculine. La
surexpression d’'aPKCi entraine une diminution
de la vinculine aux jonctions adhérentes, au
profit des adhésions focales, conférant aux
cellules aPKCi+ des propriétés pro-migratrices.
En parallele, la contractilité, dépendante de

lactivité de la myosine I, augmente
spécifiquement a [linterface des cellules
aPKCi+/saines. Cette balance entre la
diminution de la vinculine aux jonctions

adhérentes couplée a l'augmentation de la
tension jonctionnelle a linterface aPKCi+/WT
entraine I'extrusion basale des cellules aPKCi+.
Par la suite, les cellules en contact avec la
membrane basale, la dégradent grace aux
métalloprotéases et sont capables de migrer
dans la MEC, via le renforcement de la vinculine
aux points focaux d'adhésion permettant une
migration efficace. Cette étude met en évidence
un nouveau mécanisme, l'extrusion basale
oncogénique, dans la dissémination tumorale
précoce et révele I'importance des modifications
des propriétés mécaniques des cellules
oncogéniques dans ce processus.

Mots Clés

Cancer du sein, dissémination tumorale,
extrusion basale, polarité cellulaire,
adhésions cellulaires, contractilité cellulaire

Abstract

Metastasis is the main cause of cancer-
related deaths. Recent data suggest that
metastatic dissemination often occurs at an early
stage during tumour formation. Tumorigenesis is
a multi-step process initiated from oncogenic
single cells within a normal tissue. How these
cancer cell alterations evolve within tightly
regulated normal tissue environments remains
elusive. Cell extrusion is a potential mechanism
that allows for mutant cells to escape from
untransformed epithelia, and the cues promoting
tumor cell extrusion need to be identified.
Polarity proteins may play essential roles in
triggering cell extrusion and early tumor cell
dissemination as loss of epithelial cell polarity is
a hallmark of cancer cells that is correlated with
tumor aggressiveness. The polarity protein
kinase aPKCi (atypical Protein Kinase C iota) is
an oncogene, which overexpression (aPKCi+) is
of poor prognosis. Here, we identify aPKCi+
oncogenic basal extrusion from the normal
mammary epithelium as a mechanism for early
breast tumor cell dissemination in vivo. By
combining in vitro biophysical approaches, we
show an increase in cell tension at the interface
between aPKCi+ and WT cells. This increase in
cell tension depends on myosin |l activity and is
associated with the relocation of vinculin from
cell-cell junctions to focal adhesions in aPKCi+
cells. The shift in vinculin localization affects
aPKCi+/WT cell junction stability, leading to the
acquisition of pro-migratory features in aPKCi+
cells. We propose that a balance between cell
contractility and cell-cell adhesion at the
interface of normal and oncogenic aPKCi+ cells
is crucial for promoting basal cell extrusion. We
anticipate that this mechanism may be
conserved in other carcinomas, promoting early

cancer cell dissemination.

Keywords

Breast cancer, cell dissemination, basal
extrusion, cell polarity, cell adhesion, cell
contractility
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